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Si logramos domeñar la potencialidad destructiva de la 
ciencia moderna, nos moveremos en dirección a una 
nueva era; en ella la ciencia podrá cumplir su promesa 
creadora y ayudar a generar la sociedad más feliz 
que el mundo haya concebido jamás. 
John F. Kennedy
El conocimiento cientíﬁco y los descubrimientos sólo han 
sido conquistados por quienes los han perseguido sin 
ninguna ﬁnalidad práctica de corto alcance.
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 El factor de transcripción SRF (“Serum Response Factor”, Factor de respuesta a suero) juega 
un papel importante durante la diferenciación y la proliferación de muchos organismos. El gen ortólogo 
a SRF en Dictyostelium discoideum, srfA, es imprescindible para la migración de los “slugs” y para la 
correcta maduración de las esporas. srfA muestra un patrón de expresión complejo a lo largo del desarrollo 
debido al uso de promotores alternativos. Se ha estudiado la función de las distintas zonas promotoras en 
el ciclo de vida de Dictyostelium. La expresión de srfA dirigida por el promotor P2 fue capaz de recuperar 
la migración y la morfología de los “slugs” de la cepa srfA-. Por otro lado, la expresión bajo el control del 
conjunto de promotores P3+P4 rescató el fenotipo de esporulación asociado a la cepa srfA-.
 El uso de una genoteca diferencial y de Microarrays, ha permitido identiﬁcar genes cuya 
expresión es dependiente de SrfA en “slug” y estadios ﬁnales del desarrollo. sig1 y sybA se seleccionaron 
para un estudio más detallado. 
 El gen sig1 (SrfA Induced Gene 1) mostró una disminución de los niveles de mRNA en la cepa 
srfA- frente a la cepa control, en el estadio de “slug”. Este gen codiﬁca una pequeña proteína de 89 
aminoácidos, y presenta una alta identidad con otros doce genes del cromosoma 2. Estos 13 genes se 
encuentran asociados en dos grupos denominados Grupo 1 y Grupo 2. La expresión de estos genes ha sido 
estudiada por RT-PCR usando oligonucleótidos especíﬁcos para cada grupo. Ambos grupos mostraron una 
fuerte inducción entre las 10 y las 12 horas de desarrollo. Se ha abordado el estudio de su función mediante 
la utilización de anticuerpos y la generación de cepas KO, de sobre-expresión y RNAi. La inhibición del 
desarrollo por anticuerpos especíﬁcos contra las proteínas de los genes del Grupo 2, sugieren un papel en el 
mantenimiento y progresión del estadio de “mound”. 
 sybA (Synaptobrevin A) homólogo al gen humano sinaptobrevina, muestra una expresión 
dependiente de SrfA en estadios ﬁnales del desarrollo. No se han podido generar cepas Knock-Out o de 
RNAi para estudiar la función de este gen. Células donde se sobre-expresa el gen sybA muestran defectos 
de crecimiento en HL5 (con tiempos de generación de entre 14-16 horas) y unos niveles reducidos de 
fagocitosis y exocitosis. La expresión de proteínas quiméricas GFP-SybA muestran una localización de la 
proteína en pequeñas vesículas inmóviles en la periferia de la célula. Marcadores especíﬁcos para lisosomas, 
Golgi, retículo y macropinosomas, no co-localizan con la proteína GFP-SybA en ninguno de los estadios 
del tráﬁco vesicular analizados. 
Resumen

 The transcription factor SRF (Serum Response Factor) plays a central role in proliferation 
and differentiation in a wide range of organisms. Dictyostelium discoideum SRF orthologue, SrfA, is essential 
for slug migration and spore formation, and displays a complex expression pattern during development, 
due to the existence of alternative promoters. The function of each promoter was studied during  
Dictyostelium discoideum life cycle. The expression of srfA under the control of P2 promoter was able to 
recover the correct slug migration and morphology of the srfA- strain. On the other hand, the expression 
under P3+P4 promoters was able to rescue the spore phenotype of srfA-.
 We have isolated genes whose expression is dependent on SrfA at slug and culmination stages 
using differential hybridation and Microarrays. sig1 and sybA were chosen for a detailed study. 
 sig1 (SrfA Induced Gene 1) codes for a small protein of 89 aa and showed reduced mRNA 
expression levels in srfA- strain at the slug stage of development. Chromosome 2 contains 12 genes 
showing high similarity to sig1. These genes can be divided in two groups named Group 1 and Group 2. 
The expression of these genes has been studied by RT-PCR using speciﬁc primers and both groups showed 
an induction between 10 and 12 hours of development. The function of these genes has been addressed by 
the use of antibodies and generation of KO, over-expression and siRNA strains. Antibodies against sig1 
Group 2 induced an arrest of development at the mound stage, which suggests a role of this group of genes 
in the stability and progression through this developmental stage. 
 sybA, (Synaptobrevin A) a homologous to the human Synaptobrevin, had been previously shown 
to be induced at culmination in a SrfA-dependent way. Although it was not possible to obtain KO and RNAi 
strains, those that over-express sybA showed reduced growth rate in HL-5 (generation time about 14-16 
hours) and decreased phagocytosis and exocytosis. Strains expressing GFP-SybA fusion protein showed 
localization of the protein in vesicles at the periphery of the cell. Speciﬁc markers of lysosomes, Golgi 
or macropinocytic vesicles didn’t co-localized with GFP-Syb at any stage of the vesicular trafﬁc from 
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ACA  Adenylyl cyclase of aggregation; Adenilil-ciclasa de agregación 
ALC  Anterior like cells; Células similares a las anteriores
BoNT  Botulinic neurotoxin; Neurotoxina botulínica
CaMK Calcium/calmodulin dependent protein kinase; quinasa dependiente de calcio y 
calmodulina
cAR cAMP receptor; receptor de AMPc
CF  counting factor; factor de conteo
CMF  conditioned medium factor; factor de medio condicionado
DBD  DNA binding domain; dominio de unión a DNA 
DDB  Dictyostelium database; base de datos de Dictyostelium
DdCAD-1 Dictyostelium discoideum Cadherin-1; Cadherina-1 de Dictyostelium discoideum
DIF  Differentiation induction factor; factor de inducción de diferenciación
ETS E twenty-six domain transcription factor; factor de transcripción con un dominio E 
veintiséis
FITC  Fluorescein isothiocyanate; isotiocianato de ﬂuoresceína 
GBF  G-box binding factor; factor de unión a caja-G  
GPCR  G protein-coupled receptor; receptor acoplado a proteína G
KO  Knock-out, Knock-out
MADS  MCM1, Agamous, Deﬁciens and SRF; MCM1, Agamous, Deﬁciens y SRF
MEF  Myocite enhance factor; factor inductor de miocito
MRTF Myocardin related transcription factor; factor de transcripción relacionado con 
miocardina
ORF  Open reading frame; pauta de lectura abierta
PH  Pleckstrin homology domain; dominio de homología a pleckstrina
PI3K  Phosphatidylinositol 3 kinase; Fosfatidilinositol-3-quinasa
PIP2  Phosphatidylinositol-4,5-biphosphate; fosfatidilinositol-4,5-bifosfato 
PIP3  Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphate; fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato
PKA  Protein kinase A, proteína quinasa A
PSF  Pre-starvation factor, factor de pre-ayuno
PSV  Pre-spore vesicle, vesícula de pre-espora
PTEN  Phosphatase and tensin homolog; homólogo de fosfatasa y tensina
SAM SRF, Agamous and MCM1 domain; dominio presente en SRF, Agamous y MCM1
SH2  Src homology type 2 domain; dominio tipo de 2 de homología a Src  
sig  SrfA induced gene; gen inducido por SrfA
SNAP Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor (NSF) attachment protein; proteína soluble de 
anclaje a NSF (Factor sensible a N-etilmaleimida)
SNARE SNAP receptor; receptor de SNAP
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SRE  Serum response element ; elemento de respuesta a suero 
SRF  Serum response factor; factor de respuesta a suero
SrfA Serum response factor A; factor de respuesta a suero A (Dictyostelium discoideum)
STAT Signal transducer and activator of transcription; transductor de señales y activador de la 
trasncripción
sybA  Synaptobrevin A, sinaptobrevina A  
TCF  Ternary complex factor, factor del complejo ternario
TeNT  Tetanus neurotoxin; neurotoxina tetánica
TNF  Tumor necrosis factor; factor de necrosis tumoral
TRITC  Tetramethylrhodamine isothiocyanate; isotiocianato de tetrametilrodamina
VAMP Vesicle-associated membrane protein; proteína de membrana asociada a vesículas







 El género Dictyostelium fue descrito 
por primera vez en el siglo XIX por el micólogo 
Oskar Brefeld, que encontró Dictyostelium 
mucoroides en el año 1869 mientras estudiaba 
la ﬂora fúngica en estiércol de caballo. Brefeld 
logró aislar y estudiar este organismo al que 
denominó Dictyostelium (del latín dicty = red 
y stelium = torre) debido a la forma en red de 
las agregaciones, y a la estructura del tallo del 
cuerpo fructífero en forma de torre29. La especie 
Dictyostelium discoideum fue aislada por 
Raper en 1935 cuando estudiaba las especies 
que crecían en los suelos de los bosques de 
Ashville en Carolina del Norte,  habiéndose 
encontrado posteriormente en suelos de bosques 
de Asia y América del Norte207,247. Dictyostelium 
discoideum es un eucariota unicelular, ameboide 
de un tamaño aproximado de 10 μm que se 
alimenta por fagocitosis de bacterias y levaduras 
que se encuentran en el suelo. Además de esta 
fase unicelular, Dictyostelium posee una fase 
de desarrollo donde miles de células se agregan 
como respuesta a la falta de nutrientes para 
formar un organismo pluricelular, con la ﬁnalidad 
de generar formas de resistencia, conocidas como 
esporas (revisado en 68). 
 La posición ﬁlogenética de  
Dictyostelium ha sido fuente de discusión. Los 
trabajos clásicos de Raper sobre taxonomía 
colocaron a Dictyostelium dentro del grupo de 
los hongos debido, fundamentalmente, a criterios 
morfológicos207. Con la llegada de la biología 
molecular y la secuenciación, Dictyostelium 
fue ubicado en un grupo monoﬁlético separado 
de hongos, plantas y metazoos denominado 
Eumicetozoa18,147. La secuenciación del genoma 
de Dictyostelium, ha permitido realizar un árbol 
ﬁlogenético con 5279 proteínas ortólogas entre 
17 eucariotas  originando el árbol que se muestra 
en la Figura I-164. En resumen, Dictyostelium 
pertenece al grupo de los Eumicetozoa, y aunque 
parece que se separó del grupo hongos-metazoa 
después de la divergencia de las plantas y tiene 
muchas semejanzas con animales, comparte 
características con los tres grupos.
Dictyostelium discoideum
Descubrimiento y Filogenia 1




 La  secuencia del genoma de 
Dictyostelium se publicó en el año 2005. 
Tiene un tamaño de 34 Mb y consta de seis 
cromosomas. Se ha estimado que codiﬁca unas 
12500 proteínas, y es extremadamente rico en los 
nucleótidos Adenina y Timina. Casi el 78% del 
genoma está compuesto por A-T. En las zonas 
codiﬁcantes esta cifra baja hasta un 60%, pero en 
zonas no codiﬁcantes puede llegar hasta el 90%. 
12500 proteínas en 34 Mb hacen del genoma 
de Dictyostelium uno de los más compactos 
conocidos, junto con el de S. cerevisiae. El 
espaciamiento génico (kb entre genes) es de 
2.5 kb, muy pequeño si lo comparamos con el 
que existe en el genoma humano (128 kb). Hay 
intrones en la mayoría de los genes, pero su 
longitud es de sólo unas 150 pb como media, 
muy cortos comparados con los intrones de 3365 
pb, de media, en humanos64. 
Otro elemento que caracteriza el genoma de 
Dictyostelium es la gran cantidad de repeticiones 
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del triplete AAC en las zonas codiﬁcantes, que 
hace que muchas de sus proteínas tengan largas 
colas de asparaginas, glutaminas o treoninas. El 
papel que juegan estas grandes repeticiones en la 
función de las proteínas que las contienen no se 
conoce64,128,232. 
 Los genes que dan lugar a los RNA 
ribosómicos 26S, 17S y 5S (rDNA) están 
localizados en un elemento extracromosómico 
palindrómico de 88 kb, del que existen unas 100 
copias por núcleo. Además, existe una copia 
de estos genes rDNA en un elemento de 3.2 kb 
localizado en el cromosoma 4, y en el cromosoma 
2 existe una copia parcial de la secuencia del 
rDNA y un pseudogén 5S rRNA64. 
Figura I-1. Filogenia de Dictyostelium discoideum. 
Árbol filogenético de los eucariotas elaborado a partir de una base de datos de 5279 proteínas 
obtenidas de los proteomas de 17 eucariotas. Dictyostelium discoideum pertenece al grupo 
Eumicetozoa, y comparte características con plantas, hongos y animales. Según este árbol 
filogenético, Dictyostelium se separó del grupo principal formado por plantas, hongos y animales 
(“Crown Group”), después de la separación de las plantas y antes de la divergencia de animales 
y hongos. 
 El  genoma mitocondrial de 
Dictyostelium tiene 55 kb con un contenido en As 
y Ts del orden del 73%. Los genes identiﬁcados 
codiﬁcan rRNAs, 18 tRNAs, 10 subunidades 
del complejo de la NADH deshidrogenasa, 
3 subunidades de la citocromo oxidasa, 4 
subunidades del complejo de la ATP sintasa, 15 
proteínas ribosomales, apocitocromo b y una 
serie de ORFs (“Open Reading Frames”). Todos 
los genes de la mitocondria se transcriben a 
partir de la misma hebra de DNA, y todos los 
ORFs usan en su traducción el código genético 
universal. Al igual que en otros organismos, el 
genoma mitocondrial es muy compacto, estando 
solapados algunos de los genes. Por último, 
el número de tRNAs que hay en el genoma 
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mitocondrial no es suﬁciente para soportar  la 
síntesis de proteínas mitocondriales186.
Conservación de genes con respecto a los 
animales 
 Existen evidencias de marcada similitud 
entre Dictyostelium y animales. Por ejemplo, 
existe un gran número de genes que originan 
proteínas más parecidas a las de animales que 
a las de levaduras147, y existen más dominios 
funcionales de proteínas compartidos con 
metazoa que con hongos o plantas64.
 La fase pluricelular de desarrollo de 
Dictyostelium requiere una serie de proteínas 
asociadas con quimiotaxis, adhesión y 
señalización entre células. Existe un amplio 
repertorio de proteínas involucradas en estos 
procesos que normalmente han sido asociadas 
de forma exclusiva con animales, tales como 
disintegrinas, vinculina, alfa-catenina, beta-
catenina (Aardvark), alfa-actinina, forminas, 
VASP o miosina VII18,19,64,147. Un componente 
necesario en los procesos de señalización 
intercelular es la existencia de receptores en 
la membrana plasmática que sean capaces de 
recoger señales del exterior y transmitirlas al 
interior para que la célula sea capaz de responder 
de la manera adecuada. Los receptores más 
conocidos y mejor estudiados son los receptores 
con 7 dominios transmembrana acoplados 
a proteínas G heterotriméricas (GPCRs,  
“G-protein-coupled receptors”) que permiten 
la detección de una gran variedad de señales 
(revisado en 68). En Dictyostelium sólo se habían 
estudiado en detalle los siete receptores tipo cAR/
cRL (“cAMP receptor/cAMP receptor-like”), 
pero con la secuenciación completa del genoma 
se han descubierto 48 nuevos receptores  de tipo 
GPCR, de los cuales 43 pueden ser incluidos 
dentro de alguno de los siguientes grupos: 
familia de las secretinas, familia de receptores 
glutamato/GABA y la familia “frizzled/
smoothened”. Hasta ahora todas estas familias 
eran consideradas exclusivas de animales. Esto 
implica que, o Dictyostelium está más cerca de 
metazoa que de hongos, contrariamente a lo 
indicado por los árboles ﬁlogenéticos, o que los 
hongos tienen una tasa evolutiva mucho más alta 
y han perdido todos estos mecanismos64.
 En animales, los dominios SH2 se 
unen de forma especíﬁca a proteínas con 
fosfotirosinas, actuando así como módulos 
regulatorios de señalización. Dictyostelium es el 
único organismo fuera del reino de los animales 
que posee señalización a través de módulos 
SH2118; sin embargo le falta el resto de los 
componentes clásicos de la ruta de señalización 
en organismos superiores, esto es, receptores y 
proteínas blanco. Es sorprendente que a pesar de 
tener proteínas con dominios SH2, carezca de 
receptores tirosina quinasa; sin embargo, posee 
otros receptores quinasa como son histidina 
quinasa y un grupo de ocho nuevos receptores 
serin/treonin quinasa involucrados en la 
detección de alimento y condiciones de ayuno64. 
 
Fase unicelular de 
Dictyostelium discoideum
3
 La fase unicelular de Dictyostelium ha 
sido ampliamente estudiada y se ha convertido 
en un modelo excelente para estudiar fagocitosis, 
pinocitosis, motilidad celular y quimiotaxis. La 
ausencia de estos procesos en otros  organismos 
modelo como la levadura, y la alta similitud con 
los mismos procesos en organismos superiores, 
convierten a Dictyostelium en un modelo muy 
valioso para comprender las bases moleculares 
de todos estos mecanismos.
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Fagocitosis y Macropinocitosis
 Las amebas son capaces de alimentarse 
de una gran variedad de bacterias e incluso 
de levaduras, y lo hacen englobando estos 
microorganismos en una vesícula conocida 
como fagosoma, que introducen en el citoplasma 
y fusionan a los lisosomas para proceder a la 
digestión de la bacteria o levadura capturada. 
A este proceso se le conoce como fagocitosis. 
A partir de resultados obtenidos de mutantes en 
fagocitosis, varios autores han postulado que 
existen dos tipos de receptores distintos para 
fagocitosis, uno especíﬁco para residuos de 
glucosa y otro no especíﬁco. Ambos son capaces 
de reconocer una gran cantidad de bacterias y 
a pesar de las pruebas de su existencia todavía 
no han sido clonados (revisado en 39). La 
fagocitosis en Dictyostelium comparte muchas 
semejanzas con los procesos de fagocitosis 
en células del sistema inmune de vertebrados, 
tales como macrófagos y neutróﬁlos. Así, se 
piensa que la fagocitosis ha evolucionado, 
conservando las bases moleculares, desde un 
mecanismo exclusivo de alimentación, a un 
proceso especializado de defensa inmunológica 
en organismos superiores59. 
 Aunque Dictyostelium discoideum es 
capaz de fagocitar una gran variedad de bacterias, 
las necesidades experimentales en el laboratorio 
han propiciado la selección de cepas axénicas 
capaces de crecer en medio líquido sintético. Esta 
alimentación axénica consiste en la captación de 
pequeños volúmenes del líquido (“ﬂuid-phase 
uptake”), y se realiza a través de dos tipos de 
estructuras: pinosomas y macropinosomas. Los 
pinosomas son pequeñas vesículas recubiertas 
de clatrina, con un diámetro de 0.1 a 0.2 μm. Los 
macropinosomas son vesículas con un diámetro 
de 1.6 μm, funcionan independientemente de 
clatrina y son las principales responsables de la 
captación de ﬂuido del exterior98 (revisado en 
39).
Motilidad celular, quimiotaxis y citoesqueleto
 Las células de Dictyostelium son 
capaces de moverse a velocidades de hasta 
10-15 μm/min y de distinguir diferencias de 
concentración de agentes quimiotácticos de sólo 
un 2% entre la parte anterior y posterior de la 
célula262. La gran motilidad de este organismo 
se debe a la capacidad del citoesqueleto para 
reorganizarse de una manera rápida y eﬁcaz ante 
los estímulos que proceden del exterior. Así, 
Dictyostelium discoideum es usado en muchos 
laboratorios como sistema modelo para el estudio 
del citoesqueleto y motilidad celular por su 
facilidad de manejo y porque la mayor parte de 
la maquinaria molecular básica esta conservada 
con organismos superiores.
 Se han descrito dos moléculas que actúan 
como agentes quimiotácticos en Dictyostelium 
discoideum: el folato durante la fase de 
crecimiento, que le permite detectar las bacterias 
de las que se alimenta191; y el cAMP durante el 
desarrollo (necesario para la agregación)25,43,132.
 
Desarrollo pluricelular de 
Dictyostelium discoideum
4
 Los nutrientes de los suelos donde vive 
Dictyostelium son limitados; así, para evitar 
la muerte por inanición, se han desarrollado 
mecanismos de protección consistentes en 
la formación de tres formas de resistencia: 
microcistos, macrocistos y cuerpos fructíferos. 
De estas tres estructuras la más estudiada e 
interesante es el cuerpo fructífero, donde las 
células individuales de Dictyostelium, que 
originalmente eran indistinguibles, se agregan 
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para formar un organismo pluricelular con dos 
tipos celulares fundamentales, las células tallo y 
las esporas, que se producen por diferenciación de 
las células iniciales. En el laboratorio, este proceso 
dura 24 horas, e implica procesos complejos de 
diferenciación celular y morfogénesis, como se 
describirá a continuación.
 Es interesante resaltar que en 
Dictyostelium los procesos de diferenciación 
y desarrollo están separados de la fase de 
crecimiento, existiendo patrones de transcripción 
especíﬁcos para cada uno de ellos. De esta 
manera, muchos genes necesarios para el 
desarrollo no se expresan o lo hacen en menor 
medida durante el crecimiento vegetativo, lo que 
supone una ventaja experimental importante, ya 
que es posible mutar genes de desarrollo para 
estudiar su función, sin afectar el crecimiento y 
la viabilidad del organismo (revisado en 68). 
Detección de la falta de nutrientes, generación 
del gradiente de cAMP y agregación
 El proceso que lleva a la agregación 
está muy regulado y se inicia mucho antes 
de la propia agregación, cuando las células 
todavía disponen de alimento suﬁciente. En el 
laboratorio, el desarrollo es inducido de forma 
brusca retirando los nutrientes y colocando 
las células en superﬁcies sin ningún tipo de 
alimento; pero en la naturaleza, el agotamiento 
de los recursos es gradual, y las células de 
Dictyostelium han desarrollado sistemas para 
detectar cuando se aproxima la inanición y 
prepararse para iniciar el proceso de desarrollo.  
El mecanismo especializado en percibir la 
densidad celular y nutrientes está mediado por 
PSF (“Pre-Starvation Factor”), que controla la 
expresión de genes necesarios para iniciar la 
agregación53. PSF es una glicoproteína de 65 kDa 
secretada al medio externo cuya expresión es 
inhibida en presencia de bacterias. De esta manera 
la cantidad de PSF es un reﬂejo de la proporción 
células/bacteria, suministrando a Dictyostelium 
la información necesaria para saber si tiene que 
empezar a expresar los genes necesarios para la 
agregación o si por el contrario debe seguir en 
crecimiento vegetativo. La expresión de uno de 
los genes más importantes en la agregación, el 
receptor de cAMP cAR1, es regulada  a través 
de PSF34,54,208.
 Otro factor importante para iniciar el 
proceso de desarrollo es que exista una densidad 
de células suﬁciente. Si hay pocas células en 
el medio, los cuerpos fructíferos serán muy 
pequeños y el número de esporas bajo. Por 
otro lado, si el número de células es elevado, 
el cuerpo fructífero puede tener un esporocarpo 
demasiado grande que colapsaría por la fuerza 
de la gravedad. De esta manera, es muy 
importante determinar y controlar el número de 
células que se van a reunir en el agregado para 
que la estructura ﬁnal tenga unas proporciones 
adecuadas y la dispersión de las esporas sea la 
óptima. Dictyostelium es capaz de determinar el 
número de células e iniciar la agregación gracias 
al factor CMF (“Conditioned Medium Factor”), 
constituido por varias proteínas54. Cuando hay 
pocas células la cantidad de CMF en el medio 
es baja y las células continúan en su estado 
vegetativo; pero cuando hay muchas células en 
el medio, la cantidad de CMF es alta y comienza 
la agregación91,113,276,277. Cuando se dan las dos 
condiciones descritas, carencia de alimento 
y suﬁciente número de células, éstas cesan la 
proliferación y entran en la fase de desarrollo. 
Esta decisión implica un cambio drástico en el 
patrón de expresión génica269. 
 Una vez tomada la decisión de entrar 
en desarrollo, la agregación comienza cuando 
algunas células liberan ondas de cAMP, en 
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forma de pulsos, que al ser detectadas por 
células vecinas provoca dos reacciones. Por un 
lado las células vecinas se polarizan, cambian 
de forma y se orientan hacia la célula que ha 
originado la primera onda de cAMP (Fig. I-2), 
y en segundo lugar, estas células secretan cAMP 
permitiendo que la señal se transmita y llegue a 
células más alejadas (Fig. I-2). La liberación de 
cAMP es pulsátil (con un periodo de 6 minutos) 
y provoca que las células se muevan hacia 
centros de agregación formando largas hileras de 
células conocidas como “streams”. La habilidad 
para sintetizar, liberar, detectar y degradar 
cAMP es crítica para la agregación, y sólo se 
desarrolla con la expresión de genes especíﬁcos 
que se inducen cuando se sale del estadio de 
crecimiento vegetativo  (revisado en 68). La 
quimiotaxis en un gradiente de cAMP comienza 
con la llegada a la membrana de moléculas del 
agente quimiotáctico (cAMP) y la activación 
de los receptores de 7 dominios transmembrana 
acoplados a proteínas G, cAR (receptor de 
cAMP). La pequeña diferencia en la ocupación 
del receptor entre la parte anterior y la posterior 
es reforzada por mecanismos de ampliﬁcación 
local e inhibición global que desemboca en una 
activación asimétrica de las rutas de señalización 
intracelular en la parte anterior44. Esta activación 
provoca la disociación de la proteína G 
heterotrimérica en la subunidad α por un lado 
y las subunidades βγ por otro, que conduce a la 
activación de la PI3K a través de Ras-GTP. La 
activación de PI3K, que se produce de forma 
diferencial en la parte anterior de la célula, genera 
un aumento de PIP
3
 en la membrana plasmática 
donde se reclutan proteínas con dominios PH 
que disparan toda una serie de cambios en 
el citoesqueleto: polimerización de actina e 
inhibición de la polimerización de Miosina II. 




Figura I-2. Agregación de Dictyostelium discoideum. 
La agregación comienza cuando algunas células secretan al medio cAMP (en verde) (1), que al ser 
detectado por las células vecinas hace que se polaricen y comiencen a migrar hacia la fuente de 
cAMP, a la vez que liberan más agente quimiotáctico (2). La señal quimiotáctica se extiende y llega 
a células más alejadas (3 y 4). En condiciones de laboratorio se ha visto que este proceso pulsátil 
se repite cada 6 minutos.
Introducción
41 
actividad de  la fosfatasa PTEN, los niveles de 
PIP
3
 son bajos, impidiéndose la translocación 
de proteínas con dominios PH a membrana 
e inhibiéndose por tanto la polimerización 
de actina. Además, en esta zona se produce 
polimerización de Miosina II. Esta polarización 
de los componentes de señalización es la base 
molecular que permite a la célula moverse hacia 
el gradiente químico (revisado entre otros en 2, 
57, 165, 260).
 Existe otro mecanismo que asegura 
un número adecuado de células en los cuerpos 
fructíferos y está mediado por  un grupo de 
moléculas que recibe el nombre de “Counting 
Factor” (CF)211. La función del CF es posterior 
a la de CMF y se produce cuando las células 
están migrando hacia los centros de agregación. 
Al igual que con CMF, CF proporciona 
información sobre el número de células en 
función de su concentración en el medio. Si la 
cantidad de CF es muy elevada signiﬁca que 
hay demasiadas células y se pondría en peligro la 
futura estabilidad del cuerpo fructífero. En este 
caso, CF se encarga de romper los “Streams” 
que se forman durante la agregación para 
que no entren más células en sus centros; y lo 
consigue regulando el citoesqueleto, la adhesión 
y la motilidad celular248. Con este mecanismo 
se asegura que los cuerpos fructíferos tengan el 
tamaño adecuado31,84,85.
 Una vez que todas las células han 
llegado a los centros de agregación, unas 8-10 
horas después del comienzo del ayuno, forman 
una estructura en forma de montaña llamada 
“loose mound” (Fig. I-3), que evoluciona hacia 
una forma más compacta, “tight mound” (Fig. 
I-3), gracias a la aparición de mecanismos de 
adhesión intercelular  y a la formación de una 
capa de polisacáridos y celulosa, secretada por 
las células, y que cubre el agregado. La adhesión 
entre células está mediada por proteínas que 
son imprescindibles para mantener la estructura 
pluricelular de este organismo y que empiezan 
a expresarse cuando las células se hacen 
competentes para agregación (revisado en 235). 
Formación de un organismo multicelular: 
GBF
 El paso del agregado a un verdadero 
desarrollo multicelular está controlado por GBF 
(“G-box binding factor”), factor de transcripción 
con dos dedos de zinc que se une a una secuencia 
rica en Gs en los promotores de los genes que 
regula103,104,224. Cepas mutantes para GBF son 
capaces de agregar, pero incapaces de mantener 
el agregado, implicando a GBF en la regulación 
de genes involucrados en adhesión intercelular 
tales como lagC244. Otra de las funciones de 
GBF es la inducción de genes especíﬁcos de 
pre-tallo y pre-espora200,225. Durante estas fases 
iniciales del desarrollo multicelular ya han 
empezado a diferenciarse los dos tipos celulares 
que originarán las células tallo y las esporas, 
células pre-tallo y pre-espora, respectivamente. 
Las cepas deﬁcientes en GBF no son capaces 
de expresar marcadores especíﬁcos de estos 
tipos celulares; sin embargo, la sobre-expresión 
de GBF durante el estadio vegetativo no causa 
una expresión temprana de estos marcadores 
especíﬁcos. Asimismo, se ha propuesto que la 
combinación de varios sitios para la unión de 
GBF, incluso después del codón de iniciación 
ATG, podría determinar el tipo de marcador que 
va a expresar una célula. Por lo tanto, GBF parece 
importante en la expresión de genes especíﬁcos 
de tipo celular32,90.
Fases de “Finger” y “slug”
 Las células pre-espora y pre-tallo, que no 
presentan una organización espacial precisa en el 
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estadio de “mound”, se organizan en dos zonas 
gracias a movimientos diferenciales (“sorting”) 
de manera que las células pre-tallo terminan 
localizadas en la parte superior de la estructura, 
quedando las pre-espora localizadas en la parte 
inferior (Fig. I-3). Este patrón se acentúa con 
la formación del “tip” y el alargamiento de la 
estructura, como se puede ver en la Figura I-3. 
El “tip”, formado por células pre-tallo, es una 
fuente importante de señales para la organización 
de los tipos celulares, y después de su formación 
inhibe la aparición de otros “tips” en el resto 
de la estructura. Es más,  cuando se elimina, 
el desarrollo se detiene hasta que aparece uno 
nuevo. Así, el “tip” de Dictyostelium podría 
considerarse el equivalente al organizador de 
Mangold/Spemann en vertebrados. Una vez en 
estadio de “ﬁ nger” la estructura puede seguir 
dos caminos en función de las condiciones del 
medio: a) si el medio está tamponado alrededor 
de pH  6-7, o hay una fuente de luz proveniente 
de la parte superior, la estructura continúa 
el ciclo de 24 horas hasta formar un cuerpo 
fructífero; b) si el medio no está tamponado o 
la luz tiene un origen lateral el “ﬁ nger”  forma 
una estructura migratoria llamada “slug” con 
capacidad fototáctica y termotáctica (Figura 
I-3). El movimiento coordinado de todas las 
células permitirá al “slug” migrar hasta varios 
centímetros para encontrar un lugar idóneo 
donde poder culminar. De esta manera, el “slug” 

















Figura I-3. Ciclo de desarrollo de Dictyostelium discoideum. 
El ciclo de desarrollo de Dictyostelium discoideum comienza cuando las células detectan la falta de 
nutrientes en el medio (bacterias, levaduras, etc.). A partir de ese momento comienzan a secretar 
pulsos de cAMP que produce la agregación de unas 100.000 células para formar, 10 h después, una 
estructura denominada “Loose Mound”. La formación de una capa similar a una matriz extracelular 
por la secreción de proteínas y polisacáridos genera un estructura más compacta denominada 
“Tight Mound” (12 horas). A las 15 h se forma el “Finger” que se caracteriza por poseer un grupo 
de células en la parte superior (“tip”)  que actúan como un organizador de desarrollo. El ciclo 
continúa pasando por varios estadios hasta llegar a la estructura final (“Culminant”), constituida 
por un tallo (el 20% de las células originales) y un esporocarpo lleno de esporas (80% de las 
células originales). En algunas circunstancias el “finger” puede caer sobre el substrato y formar 
una estructura migratoria (“slug”), que culminará posteriormente tras cesar en su movimiento y 
retraerse para formar un nuevo “finger”. 
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alarga el ciclo de 24 horas que puede observarse 
en el laboratorio (revisado en 68).
 Se han reconocido diferentes tipos 
celulares en el estadio de “slug”. En la parte 
anterior se encuentran las células pre-tallo, que a 
su vez se dividen en varios grupos en función de 
los marcadores que expresan: células pstA, pstAB 
y pstO. En la parte posterior se encuentran las 
células pre-espora y un grupo disperso de células 
que expresan marcadores de la parte anterior 
llamadas “Anterior-like cells” (ALC, células 
similares a las de la parte anterior) (Fig. I-4.1). 
En el extremo posterior se acumulan células 
ALC precursoras del disco basal, encargado de 
la sujeción de la estructura al sustrato durante la 
culminación (Fig. I-4.1) (revisado en 68). Los 
“slug” son fototácticos y termotácticos, y las 
condiciones de luz y temperatura idóneas para 
migrar se han determinado de forma bastante 
precisa. Migran hacia longitudes de onda que 
corresponden a la luz visible con picos máximos 
a 425 y 550 nm; sin embargo, con luz en el 
rango ultravioleta tienen un comportamiento 
inverso y se alejan79,198. No se ha conseguido 
aislar el fotorreceptor de los “slug”. En cuanto 
al movimiento termotáctico, se sabe que migran 







Figura I-4. Culminación del desarrollo de Dictyostelium discoideum. 
Cuando las condiciones para la culminación no son adecuadas, se forma un “slug” que migrará 
hasta encontrar el lugar idóneo para iniciar la culminación. En este “slug” las células pre-tallo 
ocupan la parte anterior (A) y las pre-espora la posterior (P) (1). Sin embargo, dentro de la parte 
posterior existen unas células que expresan los mismos marcadores que las de la parte anterior: 
ALC (“Anterior Like Cells”, Células como las de la parte anterior) y unas células en la retaguardia 
que se encargarán de anclar la estructura al substrato (1). Cuando este “slug” decide iniciar la 
culminación, las células pre-tallo forman un tubo y empiezan a migrar de la parte superior a la 
parte inferior atravesando la estructura para formar el tallo y elevar la masa de células pre-espora 
(2 y 3). A la vez que se produce esta morfogénesis de la estructura final, hay dos procesos de 
diferenciación: por un lado la células pre-tallo vacuolizan y mueren para dar lugar al tallo, y por 
otro las pre-espora comienzan a encapsularse para formar las esporas (4).
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la tolerancia de crecimiento de las células en 
estado vegetativo (entre 25 ºC y 30 ºC), siendo 
capaces de distinguir diferencias de temperatura 
de 0.009ºC/cm24,197.
Culminación 
 La culminación es la fase ﬁnal del 
desarrollo, en la que se forma el cuerpo fructífero 
con la diferenciación terminal de las células tallo 
y esporas (Fig. I-4). Esta estructura permite 
alejar de un suelo pobre en nutrientes un gran 
número de formas de resistencia, esporas, para 
que puedan dispersarse y germinar en lugares 
donde las condiciones sean las adecuadas. 
Cuando comienza la culminación, las células 
pre-tallo, localizadas en la parte anterior, forman 
un tubo y atraviesan la masa de células pre-
espora para llegar al sustrato, anclar la estructura 
y formar el tallo (Fig. I-4). Como consecuencia 
del crecimiento del tallo se produce la elevación 
de la masa de células pre-espora (Fig. I-4). Esta 
morfogénesis se produce al mismo tiempo que 
los procesos de diferenciación que llevan a la 
formación de células tallo y esporas. El tallo 
se forma por la vacuolización y muerte de las 
células pre-tallo, y la diferenciación a esporas, 
dirigida por señales de las células pre-tallo, se 
produce fundamentalmente por la exocitosis de 
los componentes que forman la capa de la espora. 
El cuerpo fructífero está formado por unas 
100.000 células, de las que 20.000 mueren para 
formar el tallo y 80.000 diferencian a esporas, 
manteniéndose siempre la proporción 20%-80% 
independientemente del tamaño del agregado, es 
decir, aunque en el agregado inicial no se reúnan 
100.000 células, siempre hay la misma relación 
en la cantidad de células tallo-espora (revisado 
en 68). 
 La culminación es un proceso complejo 
que necesita de la coordinación de la migración 
y diferenciación de las células pre-tallo y pre-
espora. En esta coordinación están implicados 
diversos sistemas de comunicación entre 
células, así como varias rutas de señalización 
intracelular. Una de las proteínas clave durante 
la culminación es PKA (Proteina Quinasa 
dependiente de cAMP). En Dictyostelium, al 
igual que en otros organismos, la acción del 
cAMP intracelular está mediada a través de esta 
quinasa, que desempeña un papel importante en 
todas las fases del desarrollo de este organismo. 
Estudios donde se ha logrado inhibir la acción 
de PKA han originado cepas que son incapaces 
de culminar y que extienden durante grandes 
periodos de tiempo el estadio de “slug”101. Por 
otro lado, la sobre-expresión de la subunidad 
catalítica de PKA genera cepas que desarrollan 
mucho mas rápido que la silvestre (WT) y que 
originan esporas precozmente7,156. Otro aspecto 
que regula la culminación es la cantidad de 
amonio, subproducto generado en el catabolismo, 
y que tiene la capacidad de inhibir la culminación 
de Dictyostelium por un mecanismo que parece 
implicar a PKA. Se cree que el amonio a través 
de los receptores histidina quinasa es capaz de 
activar RegA (fosfodiesterasa de cAMP), que 
elimina el cAMP interno haciendo que disminuya 
la actividad de la PKA, provocando una extensión 
del estadio de “slug”. La activación de PKA es 
necesaria para que el desarrollo continúe, se 
abandone el estadio de “slug” y comience la 
diferenciación terminal o culminación (revisado 
en 68). El amonio tiene tal importancia en la 
culminación que incluso cuando en laboratorio 
se favorecen las condiciones de migración, se 
puede conseguir que los “slugs” dejen de migrar 
y culminen si se logra eliminar todo el amonio 
presente. 
 Durante la culminación se produce 
además la diferenciación a células tallo inducida 
por una hexafenona clorada conocida como 
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DIF (“Differentiation Inducing Factor”, Factor 
Inductor de la Diferenciación), secretado por 
las células pre-espora121,124. DIF-1 induce 
la formación de las células tallo e inhibe 
la diferenciación de las esporas mediante 
mecanismos todavía poco estudiados que 
implican la regulación de diferentes rutas 
de señalización en los dos tipos celulares, 
que afectan la regulación de la expresión 
génica123,269. 
Esporulación 
 La diferenciación terminal de las 
esporas está mediada por PKA y dos pequeños 
péptidos: SDF1 y SDF2 (“Spore Differentiation 
Factor 1 y 2”, Factor de Diferenciación a Espora 
1 y 2)8-10. Durante la diferenciación, las células 
pre-espora se recubren de una envuelta formada 
por tres láminas: una capa de celulosa entre dos 
de proteína. La mayor parte de los componentes 
necesarios para la formación de la cubierta 
se comienzan a acumular hacia las 10 horas 
de desarrollo en unas cápsulas denominadas 
vesículas pre-espora (PSV), que permanecen 
dentro de las células hasta la esporulación, 
momento en el que se fusionan con la membrana 
plasmática y liberan todo su contenido al exterior 
de la célula. La fusión de las membranas de las 
vesículas y la célula está altamente regulada 
para que la liberación de estos componentes al 
exterior sólo ocurra en el momento adecuado del 
desarrollo, cuando las células pre-espora están 
siendo elevadas por el tallo en crecimiento. En la 
esporulación está involucrado un conjunto muy 
amplio de proteínas como pequeñas GTPasas, 
ATPasas, proteínas de unión a calcio, proteínas 
estructurales y de citoesqueleto, proteínas 
reguladoras de la fusión de membranas, etc.5,242.  
Después de la exocitosis, se induce la formación 
de las ﬁbras de celulosa entre las dos capas de 
proteínas. Tras la encapsulación es necesario un 
periodo de maduración, de al menos una semana, 
necesario para que las esporas sean resistentes a 
cambios de pH, presión osmótica, desecación o 
incluso el tracto digestivo de algunos animales 
(revisado en 268). 
 
SRF (Serum Response Factor)
 En 1984 Greenberg observó que la 
adición de suero a cultivos celulares quiescentes 
lograba una rápida estimulación de la  
transcripción de c-fos, gen temprano-inmediato 
necesario para que las células salgan de 
quiescencia, entren en G1 y puedan iniciar la 
mitosis93. En el promotor de este gen se halló una 
secuencia, localizada a unas 300 bases por delante 
del inicio de la transcripción, que era suﬁciente 
para provocar una respuesta a suero88,94,204. A esta 
secuencia, caracterizada por tener un núcleo de 6 
A ó T ﬂanqueadas por  C y G (CC(A/T)
6
GG), se 
la denominó SRE (“Serum Response Element”, 
elemento de respuesta a suero) o caja CArG 
(CArG-box). Richard Treisman identiﬁcó y 
clonó el factor de transcripción que se unía a esta 
caja y lo llamo SRF (“Serum Response Factor”, 
factor de  respuesta a suero)184,254,255. 
 
Descubrimiento 1
Estructura del factor SRF2
 El gen que codiﬁca SRF en humanos 
tiene 7 exones que se extienden a lo largo de 
10 Kb en el cromosoma 6. Este gen da lugar a 
varios mRNAs por procesamiento alternativo 
del transcrito primario. En ratones hay cuatro 
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formas,  que son dependientes de tejido: SRF-
L, SRF-M, SRF-S y SRF-I125. SRF-L es la más 
larga de las cuatro y contiene los siete exones. 
A la forma SRF-M le falta el exón número 5 y 
actúa como dominante negativo reprimiendo la 
transcripción dependiente de SRF. A SRF-S le 
faltan los exones 4 y 5, y sólo se ha encontrado en 
la aorta. Por último, la isoforma SRF-I contiene 
los exones 1, 2, 6 y 7 y sólo se ha detectado en 
tejidos embrionarios (revisado en 41). 
 La proteína humana tiene 508 
aminoácidos con dos dominios principales: un 
dominio de dimerización y unión a DNA y un 
dominio de transactivación. En el dominio de 
dimerización y unión a DNA (Dominio DBD 
(“DNA Binding Domain” o “DNA Binding  
Core”) (Fig. I-5) reside la capacidad de 
dimerización, de unión a DNA y la capacidad 
para interaccionar con otras proteínas que actúan 
como cofactores de SRF. Dentro de este dominio, 
se encuentra una zona altamente conservada 
entre las proteínas de la familia, responsable de la 
unión al surco menor del DNA llamada MADS-
box, nombre proveniente de los ortólogos de 
SRF MCM-1 de levaduras, Agamous y Deﬁciens 
de plantas y SRF de animales (Fig. I-5).  La 
identidad entre las MADS-box de distintos 
organismos es tan alta que entre Drosophila 
y humano llega al 95%. La MADS-box es el 
principal determinante en la especiﬁcidad de la 
unión a DNA y comprende los aminoácidos 133 
a 197. 
Después de la MADS-box (197 a 222), y dentro 
del DBD, tenemos otro dominio funcional que 
facilita la dimerización del factor de transcripción 
y que no está tan conservado entre las proteínas 
que contienen el dominio MADS-box. Es más, 
las diferencias encontradas en este dominio han 
permitido una subclasiﬁcación de esta familia de 
proteínas. Así, en animales y hongos habría dos 
tipos de factores MADS-box: los que tienen un 
dominio tipo MEF2 (“Myocite Enhance Factor 
2”) después de la MADS-box y los que poseen 
un dominio SAM (SRF, Agamous y MCM1) 
(Fig. I-5). Las diferencias entre los dominios 
MEF2 y SAM provocan que los miembros de un 















Figura I-5. Estructura del factor SRF humano. 
La proteína SRF en humanos tiene 508 aminoácidos con tres zonas fundamentales desde N-Terminal: 
señal de localización nuclear, dominio de unión a DNA y dimerización y dominio de activación 
trascripcional. La secuencia de localización nuclear se encuentra entre los aminoácidos 95 y 100. 
Entre los aminoácidos 133 y 222 se encuentra el DBD (“DNA Binding Domain” o también llamado 
“DNA Binding Core”) que comprende la MADS-box (unión a DNA y dimerización) y el dominio 
SAM (dimerización). El dominio de activación transcripcional o dominio de transactivación se halla 
entre los aminoácidos 339 y 508. 
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El dominio de transactivación se encuentra 
en la parte C-terminal de la proteína, entre los 
aminoácidos 339 y 508 (Fig. I-5), y algunos 
estudios han demostrado que su función puede 
ser afectada negativamente por el dominio de 
unión a DNA. Entre los aminoácidos 95 y 100 
hay una secuencia señal de localización nuclear 
(Fig. I-5) (revisado en 37, 41, 169). 
Función de SRF3
SRF, proliferación y diferenciación
 Los dos procesos biológicos más 
importantes regulados por SRF son la 
proliferación y la diferenciación celular. 
Experimentos con células en cultivo, usando 
dominantes negativos o siRNA para disminuir 
la expresión de SRF, han revelado que SRF 
juega un papel muy importante en el crecimiento 
regulado por suero y en la diferenciación de 
células de músculo esquelético116,239,266. Formas 
dominantes negativas de SRF bloquean la 
diferenciación de células a músculo liso136, e 
impiden la diferenciación de músculo cardiaco 
y esquelético en ratones transgénicos280. El 
fármaco “distamycin A” inhibe la miogénesis 
debido a que es capaz de disminuir la expresión 
de genes dependientes de SRF249.
 Los ratones homocigotos que tienen 
el gen SRF interrumpido mueren durante la 
gastrulación como consecuencia de la falta de 
diferenciación del mesodermo, y por lo tanto, 
por problemas en la formación de estructuras 
a partir de esta capa embrionaria14. Las células 
de los embriones KO, sin embargo, proliferan  
perfectamente hasta el estadio E6.5, por lo que 
parece que SRF no es imprescindible en la 
proliferación durante esta fase del desarrollo; 
es más, SRF regula también genes involucrados 
en migración celular y adhesión, procesos 
requeridos para la gastrulación. Células madre 
embrionarias mutantes homocigotas para SRF 
presentan defectos en adhesión y migración226 
(revisado en 37, 41, 169), que correlacionan con 
defectos en la formación de las ﬁbras de estrés de 
actina y la pérdida de la expresión de genes que 
codiﬁcan componentes asociados a estas ﬁbras 
como  vinculina, talina y un conjunto de isoformas 
de actina, que son directamente reguladas por 
SRF226. La temprana letalidad de los ratones 
KO en SRF impide un estudio del papel de 
SRF en la formación del tejido muscular. Para 
estudiar el papel de SRF en la diferenciación de 
los tipos celulares musculares, se han generado 
KOs condicionales. La eliminación condicional 
de SRF de la línea celular cardiaca provoca 
una letalidad a mitad de gestación acompañada 
de la ruptura de la estructura sarcomérica y 
fallos en la regulación génica especíﬁca de 
músculo170,182,193. La sobre-expresión de SRF en 
ratones origina  una cardiomiopatía hipertróﬁca 
que provoca la muerte de los individuos seis 
meses después del nacimiento279. La eliminación 
de SRF en músculo liso genera defectos en la 
diferenciación de la aorta dorsal, y las pocas 
células que logran diferenciarse presentan 
defectos en el citoesqueleto170. La eliminación 
de SRF en músculo esquelético provoca un 
fallo en el crecimiento hipertróﬁco de las ﬁbras 
musculares formadas, que genera la muerte 
durante el periodo perinatal debido a una 
hipoplasia severa del músculo esquelético142. Así, 
SRF es imprescindible para la diferenciación 
de las células relacionadas con la musculatura 
esquelética, lisa y cardiaca.
 SRF también juega un papel muy 
importante en la formación del aparato 
respiratorio en Drosophila96 y en la 
diferenciación de los tipos celulares en 
levadura65,115,181,194.
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SRF y envejecimiento
 El papel que podría jugar SRF en 
envejecimiento no está todavía muy claro. La 
cantidad de proteína SRF en el citoplasma y 
núcleo en células de corazón de rata es mucho 
mayor en individuos ancianos que en jóvenes. Se 
ha observado una disminución en la expresión de 
genes temprano-inmediatos en individuos adultos 
o ancianos motivando una menor capacidad para 
responder a condiciones de estrés150. Junto con 
esto, se ha visto que la capacidad de SRF de 
unirse a DNA está disminuida en ﬁbroblastos 
senescentes comparado con células jóvenes. 
Todo esto podría deberse a la presencia de SRF 
hiper-fosforilado en células viejas, aunque 
todavía no se conoce qué papel tiene SRF en la 
senescencia168 (revisado en 37). 
 SRF también ha sido involucrado en 
regular la supervivencia celular gracias al control 
del gen anti-apoptótico Bcl-2227.
SRF y transformación celular 
 Cada vez hay más evidencias 
que relacionan a SRF con el proceso de 
transformación de distintos tipos celulares. SRF 
puede promover o inhibir la transformación 
dependiendo del tipo celular, que en última 
instancia es el que determina la cantidad y tipos 
de cofactores que van a interaccionar con SRF. 
El potencial maligno de los tumores de SMC 
(células de músculo liso, “Smooth Muscle Cells”) 
correlaciona bastante bien con la capacidad de 
unión de los complejos SRF/MEF2/NK-2 al 
DNA. Otros estudios han demostrado que SRF 
está sobre-expresado y con una gran actividad 
en tumores epiteliales que están en la transición 
hacia mesénquima195,205 (revisado en 37).
Regulación de la actividad de 
SRF
4
 Los dos procesos biológicos más 
importantes regulados por SRF son la 
proliferación y la diferenciación celular. 
SRF es capaz de realizar estas funciones, en 
principio excluyentes, gracias a que interacciona 
con diferentes cofactores que proporcionan 
especiﬁcidad a la regulación génica. La 
estructura cristalina de varios complejos  SRF-
DNA-cofactor ha permitido establecer que las 
interacciones SRF-cofactor son capaces de 
facilitar la curvatura del DNA alrededor del SRF 
para mejorar la interacción SRF-DNA. Además, 
las regiones ﬂanqueantes de la caja CArG 
afectan el reconocimiento del DNA por parte del 
complejo factor-cofactor, y por lo tanto modulan 
la unión de factores accesorios para promover 
respuestas transcripcionales especíﬁcas172. 
 El papel de SRF en proliferación está 
muy bien estudiado, por ejemplo en el caso de la 
regulación de c-fos. En este caso, la regulación 
se realiza gracias a la cooperación con cofactores 
tipo TCF, proteínas de la familia ETS de factores 
de transcripción, encargados de actuar junto con 
SRF en proliferación celular33. 
 La regulación de la diferenciación está 
mediada fundamentalmente por la interacción 
con cofactores como GATA-4, TEF-1, Nkx2.5 
o miocardina. Miocardina y factores de 
transcripción relacionados con miocardina 
(MRTF) tienen la habilidad de incrementar 
enormemente la capacidad activadora de SRF 
(potencian hasta 1000 veces la capacidad 
activadora de SRF). Miocardina es expresada 
a niveles muy altos únicamente en corazón y 
en células vasculares de músculo liso donde 




Vías de activación de SRF
 SRF puede ser activado por una gran 
variedad de agentes: suero, ácido lisofosfatídico 
(LPA), mitógenos, lipopolisacáridos (LPS), TPA 
(12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato), TNFalfa 
(factor de necrosis tumoral alfa), agentes 
que sean capaces de aumentar la cantidad de 
calcio intracelular, algunos tipos de proteínas 
víricas, oncogenes como v-src, v-fps, v-ras 
y el proto-oncogen activado c-raf, así como 
estímulos extracelulares como los antioxidantes 
y luz UV (revisado en 41).  Todas estas señales 
extracelulares regulan la actividad transcripcional 
de SRF a través de dos vías paralelas que 
involucran a la señalización por MAP Quinasas 
(ERK, JNK y p38) y la dinámica de actina  
(Fig. I-6). 
 La activación de la vía de las MAPK lleva 
a la fosforilación de las proteínas TCF (Fig. 
I-6),  que actúan como cofactores de SRF en la 
regulación de genes especíﬁcos de crecimiento 
(revisado en 33).
 La vía de regulación a través de la 
dinámica de actina, requiere la activación 
de pequeñas GTPasas de la familia Rho, 
que estimulan la actividad SRF de forma 
independiente de la vía de MAPK y los TCFs, y 
conducen a la regulación de genes como la propia 
actina, vinculina y otras proteínas relacionadas 
con el citoesqueleto celular (Fig. I-6)238. Se ha 
propuesto que cuando el factor de transcripción 
relacionado con miocardina MRTF-A, cofactor 
de SRF, se une a monómeros de G-actina, queda 
secuestrado en el citoplasma y se impide la 
activación de SRF171,199. La polimerización de 
actina en respuesta a la señalización por Rho 
desemboca en la liberación de MRTF-A y su 
translocación al núcleo, donde interacciona 
con SRF, activando la transcripción171,199 
(Fig. I-6). STARS (“Striated Muscle Activator of 
Rho signaling”) es una proteína especiﬁca de tejido 
muscular que se une a actina y estimula la actividad 
SRF11. STARS promueve la localización nuclear 
de MRTF-A y MRTF-B asociándose con actina y 
provocando un mecanismo de señalización desde 
el aparato contráctil al núcleo133. La regulación de 
la expresión de actina por SRF y la sensibilidad 
de MRTFs al estado de polimerización de actina 
genera un bucle regulatorio donde cambios en la 
forma celular que inﬂuyen en la estructura del 
citoesqueleto, pueden promover la síntesis de 
actina a través de SRF (Fig. I-6).
 La vía de activación de SRF a través de 
MAPK, que promueve la activación de genes 
especíﬁcos de proliferación celular, es capaz 
de inhibir la vía de diferenciación regulada 
por SRF (Fig. I-6A). El factor TCF Elk-1 
interacciona con SRF a través de un pequeño 
motivo conocido como Caja B (B-box)143,230. 
La región de unión a SRF de miocardina y 
MRTFs tiene una estructura secundaria muy 
similar a la de la caja B, aunque la identidad en 
la secuencia de aminoácidos no es muy alta. La 
eliminación de esta región en miocardina impide 
la asociación con SRF y la activación génica265. 
De esta manera, miocardina y Elk-1 compiten 
por la interacción con SRF171,265. Por ejemplo, 
cuando se estimulan células de músculo liso 
con PDGF, Elk-1 se fosforila a través de la vía 
MAPK, facilitándose su asociación con SRF 
y desplazando la actuación de miocardina265, 
lo que conlleva a una disminución global de la 
expresión de genes especíﬁcos de músculo liso. 
Consistente con esta idea, bajos niveles de Elk-1 
activada en células de músculo liso resulta en un 
incremento de la expresión de genes especíﬁcos 
de músculo, debido a la actividad del complejo 
SRF-miocardina282 (Fig. I-6). 
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Figura I-6. Vías de activación de SRF. 
SRF puede ser activado a través de dos vías por una gran cantidad de agentes extracelulares. 
(A) Una de las vías involucra la fosforilación del cofactor TCF a través de las rutas de señalización 
de MAP quinasas (ERK, JNK y p38). La fosforilación del TCF activa la expresión de los genes 
específicos de crecimiento a través de SRF, a la vez que impide la unión de Miocardina o MRTF a 
SRF (en algunos promotores de genes musculares), inhibiendo por tanto la expresión de genes de 
diferenciación muscular. 
(B) La señalización dependiente de actina se realiza a través de los cofactores MRTFs (“Myocardin-
related transcription factor”). Estos cofactores se encuentran en el citoplasma celular asociados 
a moléculas de actina monomérica (G-actina). La polimerización de actina inducida por RhoA, 
disminuye la cantidad de actina monomérica, que provoca la translocación al núcleo de los factores 
MRTF. Una vez en el núcleo, se activa la expresión de genes dependientes de SRF como actina, 
vinculina y otros genes relacionados con el citoesqueleto. Así, se forma un bucle donde la expresión 
de SRF controla la cantidad de actina, y por lo tanto, muchos procesos celulares dependientes del 
citoesqueleto; y donde estos mismos procesos pueden regular la actividad del propio SRF. 
Fosforilación de SRF
 SRF tiene varios sitios de fosforilación 
y es la diana de varias quinasas114,144,158. Algunos 
estudios han demostrado que la fosforilación de 
SRF (posiblemente a través de la caseína quinasa 
II o alguna variante) conlleva un aumento en 
la actividad de unión a DNA, sin afectar la 
capacidad de dimerización. A pesar de todo, el 
papel de la fosforilación de SRF está todavía en 
debate (revisado en 37). 
Regulación de la localización subcelular de 
SRF
 Un mecanismo muy importante en 
la regulación de la transcripción consiste en 
regular el tráﬁco del factor de transcripción 
entre citoplasma y núcleo. En el caso de SRF, 
su localización es un proceso dinámico regulado 
por estímulos externos. Recientemente se ha 
descrito que durante la diferenciación in vitro de 
células NIH3T3 a adipocitos, SRF es excluido 
del núcleo celular60. Incluso la regulación de la 
expresión génica en células de músculo liso se 
ha visto que está parcialmente controlada por la 
localización subcelular de SRF36. Sin embargo, 
poco se sabe de los mecanismos necesarios 
que regulan la localización de SRF (revisado 
en 37). Se ha descrito que la translocación de 
SRF al núcleo requiere actividad PKA, y que 
la no translocación posiblemente se deba a 
mecanismos de modiﬁcación post-traduccional, 
o incluso de interacción con otras proteínas, 
que de alguna manera enmascaran la señal de 
localización nuclear86 (revisado en 37).
Genes dependientes de SRF 
en mamíferos.
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 Hasta la fecha se han localizado un 
amplio grupo de genes que podrían estar 
siendo regulados por el factor de transcripción 
SRF, debido a la existencia de cajas CArG en 
sus promotores169,245. Dentro de este amplio 
grupo, tenemos genes de proliferación (c-fos, 
fosB, junB, egr-1, egr-2), genes neurales como 
nurr1 y nurr77, y un número elevado de genes 
relacionados con citoesqueleto y diferenciación 
muscular (alfa-actina esquelética, MHC, MLC, 
SM22alfa, troponina, tropomiosina, ANF( factor 
natriurético atrial), SERCA (ATPasa de calcio 
del retículo sarcoplásmico), distroﬁna, creatina 
kinasa M, etc.)41,245. Así, estudios de RNAi 
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contra SRF, han demostrado que se produce una 
importante disminución en la expresión de genes 
de citoesqueleto, provocando una perturbación en 
la arquitectura celular tanto de células humanas 
SrfA en Dictyostelium discoideum
como de ratón. De esta manera, se ha planteado 
la hipótesis de que SRF sea un regulador central  
del citoesqueleto de actina245.
Estructura y Función de SrfA1
 En 1998 Escalante y Sastre clonaron 
un gen homólogo a SRF en Dictyostelium 
discoideum (srfA), gracias a la alta identidad 
existente entre la MADS-box codiﬁcada por srfA 
y la de otros organismos67. La función de este 
factor en Dictyostelium se abordó generando 
una cepa deﬁciente en SRF (srfA-), que mostró 
la implicación de este factor de transcripción 
en procesos de diferenciación y desarrollo. Se 
observaron deﬁciencias en la formación de las 
esporas y en la migración de los “slugs”. 
 Las esporas de la cepa KO, eran, 
al contrario que las esporas silvestres 
(WT), redondeadas y poco refringentes por  
microscopía de contraste de fase67. Además, la 
cantidad de celulosa medida por tinción con 
calcoﬂúor era menor y no eran resistentes a 
condiciones extremas67. Estudios posteriores 
mediante microscopía electrónica han 
demostrado que la formación inicial de la 
cubierta de la espora es normal en las cepas 
KO, pero hay un defecto en su maduración que 
deja a las esporas desprotegidas frente a agentes 
externos. La microscopía electrónica desveló dos 
defectos adicionales en las esporas: en la cepa 
KO no se forman correctamente unas estructuras 
de actina denominadas “rods” (características 
de las esporas maduras), y la fosforilación de 
la propia actina está muy reducida74. Una de las 
proteínas clave en la esporulación es PKA, y se 
ha demostrado que la activación de la expresión 
de srfA en células pre-espora está mediada por 
esta quinasa71.
 Los “slugs” de la cepa srfA- presentaban 
una forma aberrante y una migración 
defectuosa70.
Genes dependientes de SrfA 
en Dictyostelium discoideum
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 La función de SrfA en las distintas 
fases del desarrollo de Dictyostelium debe estar 
mediada por la acción de los genes que regula. 
El uso de genotecas substractivas y microarrays 
ha permitido aislar genes cuya expresión 
depende de SrfA en Dictyostelium. Para ello se 
compararon los niveles de mensajeros de cepas 
WT y mutante a partir de RNAs aislados de los 
estadios de migración (“slug”) y esporulación. 
A los genes cuya expresión dependía de SrfA se 
les denominó sig (“SrfA Induced Gene”, o Gen 
Inducido por SrfA).
 Del estadio de “slug”, se aislaron 10 
genes cuya expresión era dependiente de SrfA.  
sig1 fue elegido para su estudio posterior.  No 
se encontró ninguna homología en las bases de 
datos con secuencias de genes conocidos de 
otros organismos.
 Se identiﬁcaron 24 genes dependientes 
de SrfA en estadios ﬁnales de desarrollo, algunos 
de ellos necesarios para la correcta formación de 
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las esporas72,73. Entre éstos, el correspondiente 
con el cDNA SSM796 (según las bases de datos 
del proyecto de secuenciación japonés, http://
dictycdb.biol.tsukuba.ac.jp/) presentaba una alta 
identidad con Sinaptobrevina, y fue denominado 
sybA. Sinaptobrevina es una proteína de 
membrana que se encuentra en algunos tipos 
de vesículas y cuya función es facilitar la 
fusión entre las membranas de la vesícula y la 
célula para liberar los compuestos que portan 
dichas vesículas. El proceso más conocido, es 
la función de Sinaptobrevina en la liberación 
de neurotransmisores 49, 216. Este gen, sybA, fue 






1. Regulación de srfA.
Determinar el signiﬁcado funcional de la expresión diferencial de srfA dirigida por sus diferentes promotores 
alternativos durante el desarrollo de Dictyostelium discoideum. 
2. Genes regulados por SrfA en estadio de “slug”: sig1.
Estudiar la función de sig1 (del inglés “SrfA induced gene 1”) durante el desarrollo de Dictyostelium 
discoideum.  
3. Genes regulados por SrfA durante las fases ﬁnales del desarrollo de Dictyostelium: sybA.









HL-5 para el crecimiento axénico de 
Dictyostelium 
14 g/l Triptona (Difco), 7 g/l extracto de levadura 









6.0-6.6. Autoclavar, equilibrar a temperatura 
ambiente, y añadir glucosa esterilizada hasta 14 
g/l de una solución estéril a 224 g/l (25 ml de la 
solución stock por cada 400 ml de HL-5) y 2 ml de 
una mezcla de los antibióticos penicilina (10000 
Unidades/ml)/estreptomicina (10000μg/ml) 
(Gibco) por cada 400 ml de medio.
Placas SM
Se preparan los siguientes componentes para 1 litro 
de agua destilada: 10 g de Glucosa, 10 g Peptona 
















El pH debe quedar ajustado entre 6.4 y 6.6. Usar 
KOH 1 N o HCl 1 N para el ajuste. Añadir 20 g de 
agar. Autoclavar 30 minutos. Dejar enfriar durante 
30 minutos. Dispensar en las placas.
Medios de cultivo1




El vector cotB::srfA se generó a partir de una 
construcción previa del laboratorio donde el 
promotor de cotB dirigía la expresión de la región 
N-terminal de la secuencia codiﬁcante de srfA, que 
genera una proteína que contiene la caja MADS, 
pero donde falta la zona C-terminal. Este plásmido 
fue digerido con ClaI/XhoI que eliminaba parte de 
la caja MADS y la secuencia 3’ contigua. A partir 
de una construcción previa que contiene la región 
codiﬁcante completa de srfA67, se aisló su secuencia 
C-terminal desde el sitio ClaI, en la mitad de la caja 
MADS, hasta XhoI. Este fragmento se introdujo 
en el vector con el promotor de cotB, previamente 
digerido, generando una secuencia completa de la 
región codiﬁcante de srfA.
Construcción ecmA::srfA
Se aisló la secuencia codiﬁcante para SrfA por 
digestión con BamHI/XhoI de una construcción 
previa67, y se introdujo en el vector PDd15-ecmA, 
para dirigir la expresión del gen bajo la acción del 
promotor de ecmA. 
Construcción P1::srfA
Se partió de una construcción previa donde el 
promotor 1 dirigía la expresión del gen lacZ70, en 
la cual se sustituyó el gen lacZ por la secuencia 
codiﬁcante de srfA, utilizando las enzimas de 
restricción BamHI y XhoI.  
Construcción P2::srfA
Se partió de una construcción previa del promotor 
2 dirigiendo la expresión del gen lacZ70. El 
promotor se aisló digiriendo con XbaI/HindIII 
y se introdujo en lugar del promotor cotB en la 
construcción cotB::srfA (anteriormente descrita).
Construcción P3+P4::srfA
Se partió de una construcción previa del promotor 
3+4 dirigiendo la expresión del gen lacZ70. El 
promotor se aisló digiriendo con XbaI/HindIII 
y se introdujo en lugar del promotor cotB en la 
construcción cotB::srfA (anteriormente descrita).
Construcción RNAi sig1
El exón 2 del gen sig1p3 fue ampliﬁcado por PCR 
con los oligonucleótidos Pr1 y Pr2 e introducido en 
el vector pGEM-T Easy (Promega) (a esta secuencia 
la llamamos Br1). Sobre esta misma construcción, 
y con los oligonucleótidos Pr3 y Pr4, se generó por 
PCR el reverso complementario al exón 2 del gen 
sig1p3 (a esta secuencia la denominamos Br2). 
Este fragmento se introdujo en el vector pGEM-T 
Easy. El fragmento Br1 fue sacado de pGEM-T 
Easy por digestión con PstI/BamHI e introducido 
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en el vector comercial pSP72 (Promega) donde 
previamente se había introducido entre BamHI 
y EcoRI una secuencia separadora o “stuffer” 
(Vector cedido por el Dr. Antonio Estévez55). Esta 
secuencia tiene por objeto separar los dos brazos y 
permitir la formación de un RNA de doble cadena 
(dsRNA) dentro de la célula. El fragmento Br2 
fue sacado del vector pGEM-T Easy por digestión 
con ClaI/BglII e introducido en el “vector 
conjunto” Br1+Stuffer. La construcción conjunto 
Br1+“secuencia stuffer”+Br2 fue sacada del vector 
por digestión con HindIII/XhoI e introducida en el 
vector de expresión de Dictyostelium: pA15Gal. 
Este vector tiene un promotor de actina 15 que 
asegura la expresión en células en crecimiento y a 
lo largo de todo el desarrollo.
Sobre-expresión sig1 Grupo 1
Un fragmento de DNA de 300 pares de bases 
correspondiente al gen sig1p4 fue ampliﬁcado 
por PCR con los oligonucleótidos Oligo1_Br1 y 
Oligo2_Br1, e introducido posteriormente en el 
vector pGEM-T Easy. Este fragmento fue sacado 
de pGEM-T Easy por digestión con las enzimas 
HindIII/XhoI, e introducido posteriormente en el 
vector de expresión pDXA-HC. Este vector tiene 
un promotor de actina 15 que asegura la expresión 
en células en crecimiento y a lo largo de todo el 
desarrollo.
Construcción KO sig1 Grupo 1
Dos fragmentos de 460 y 1300 pares de bases, 
denominados Brazo 1 (Br1) y Brazo 2 (Br2) 
respectivamente,  que ﬂanquean la zona genómica 
a eliminar (ver Figura 16 de Resultados), 
fueron ampliadas por PCR con las parejas de 
oligonucleótidos W1P1P5-5 y W1P1P5-6 (Br1), y 
W1P1P5-3 y W1P1P5-4 (Br2) e introducidas en el 
vector pGEM-T Easy (Promega). A continuación 
se insertaron en un vector pBlueScript, donde 
previamente habíamos introducido un gen de 
resistencia a Blasticidina1, mediante digestiones 
BamH1/EcoR1 (Br1) y EcoR1/Not1 (Br2). La 
linearización posterior del vector, nos permitió 
generar una construcción donde el gen de 
resistencia a blasticidina queda ﬂanqueado por 
los fragmentos Br1 y Br2 para su posterior 
electroporación en células de Dictyostelium.
Construcción KO sig1 Grupo 2
Dos fragmentos de 1000 y 730 pares de bases, 
denominados Brazo 1 (Br1) y Brazo 2 (Br2) 
respectivamente,  que ﬂanquean la zona genómica 
a eliminar (ver Figura 17 de Resultados), 
fueron ampliﬁcados por PCR con las parejas de 
oligonucleótidos KOW1G2-1 y KOW1G2-2 
(Br1), y KOW1G2-5 y KOW1G2-6 (Br2). Ambos 
fragmentos se unieron entre sí e introdujeron en 
el vector pGEM-T Easy. A continuación, el vector 
fue linearizado cortando entre Br1 y Br2, y se 
introdujo el gen de resistencia a blasticidina. De 
esta manera, el gen de resistencia se encuentra 
localizado entre los dos “Brazos” que actuarán 
en la recombinación homóloga. El conjunto Br1-
gen de resistencia-Br2, fue cortado de pGEM-T 
Easy y usado para la electroporación de células de 
Dictyostelium. 
Construcción KO sybA
Dos fragmentos de 850 y 1100 pares de bases, 
denominados Brazo 1 (Br1) y Brazo 2 (Br2) 
respectivamente,  que ﬂanquean la zona genómica 
a eliminar (aproximadamente de la kilobase 
2954 a la 2956 de la Figura 27 de Resultados), 
fueron ampliﬁcados por PCR con las parejas de 
oligonucleótidos SYN-5 y SYN-6 (Br1), y SYN-
7 y SYN-8 (Br2) e introducidas en el vector 
pGEM-T Easy. A continuación se insertaron en un 
vector pBlueScript, donde previamente habíamos 
introducido el gen de resistencia a Blasticidina, 
mediante digestiones BamH1/EcoR1 (Br1) y 
EcoR1/Not1 (Br2). La linearización posterior del 
vector, nos permitió generar una construcción 
donde el gen de resistencia a blasticidina 
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queda entre los dos “Brazos” para su posterior 
electroporación en células de Dictyostelium.
Construcción RNAi sybA
El exón 2 del gen sybA fue ampliﬁcado por PCR 
con los oligonucleótidos RNAi-SYN-1 y RNAi-
SYN-2 e introducido en el vector pGEM-T Easy 
(a esta secuencia la llamamos Br1). El reverso 
complementario al exón 2 del gen sybA (a esta 
secuencia la denominamos Br2) fue también 
ampliﬁcado por PCR con los oligonucleótidos 
RNAi-SYN-3 y RNAi-SYN-4 e introducido 
en pGEM-T. El fragmento Br1 fue sacado de 
pGEM-T Easy por digestión con HindIII/
BamHI e introducido en el vector comercial 
pSP72 (Promega) donde previamente se 
había introducido entre BamHI y EcoRI una 
secuencia separadora o “stuffer”55. El fragmento 
Br2 fue sacado del pGEM-T Easy por digestión 
con ClaI/BglII e introducido en el “vector 
conjunto” Br1+Stuffer. La construcción conjunto 
Br1+“secuencia stuffer”+Br2 fue sacada del vector 
por digestión con HindIII/XhoI e introducida en 
un vector de expresión de Dictyostelium: pA15Gal. 
Este vector tiene un promotor de actina 15 que 
asegura la expresión en células en crecimiento y a 
lo largo de todo el desarrollo.
Construcción Sobre-expresión sybA
El gen sybA fue ampliﬁcado por PCR con los 
oligonucleótidos SOBRE-SYN-1 y SOBRE-SYN-
2 e introducido en pGEM-T Easy. A continuación 
el fragmento clonado se digirió con HindIII/XhoI 
y se introdujo en el vector de expresión pDXA-
HC157, con el que se transformaron células de 
Dictyostelium. Este vector tiene un promotor de 
actina 15 que asegura la expresión en células en 
crecimiento y a lo largo de todo el desarrollo.
Construcción GFP-SybA
El gen sybA fue ampliﬁcado por PCR con los 
oligonucleótidos SYN-GFP-1 y SYN-GFP-2 e 
introducido en pGEM-T Easy. A continuación el 
fragmento clonado se digirió con BamHI y fue 
introducido en el vector de expresión pDXA-
GFP, con el que se transformaron células “Wild 
Type” de Dictyostelium. El vector pDXA-GFP 
es una variante del vector pDXA157 donde se ha 
introducido la secuencia codiﬁcante de la proteína 
GFP, que se expresa bajo el control del promotor 
de actina 15.
Preparación de Anticuerpos3
Anticuerpos contra sig1 Grupo 1 y sig1 
Grupo 2
Las secuencias de aminoácidos recuadradas en la 
Figura 6 de los Resultados se usaron para generar 
anticuerpos especíﬁcos contra las proteínas de 
cada uno de los grupos, añadiendo una cisteína 
para poder acoplar el péptido a la proteína 
portadora. Los anticuerpos fueron generados por 
la compañía Genosphere Biotechnologies (http://
www.genosphere-biotech.com/).
Secuencia usada para el Grupo 1:
CGSVLHGVGSILTGG
Secuencia usada para el Grupo 2:
CGTVVGTVNGVVGGL
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Oligonucleótidos4
Oligonucleótidos usados para construir los vectores plasmídicos
W1P1P5-5:   5’GAATTCGTGAGAACAGCACTGACTTACCTCC3’
W1P1P5-6:   5’CGGATCCCGCCGTGGCGGCATTAGCATTAGC3’
W1P1P5-3:   5’CGCGGCCGCGGAGTTGGTTCCATTTTAACTGG3’
W1P1P5-4:    5’CGAATTCCCTTCTAATTGGTCTAATC3’






SYN-5:    5’CGAATTCCCCCAATGCACCATTATCTAATC3’
SYN-6:    5’CGGATCCGCGAGTGCGAAGATAGTGGTTG3’
SYN-7:    5’CGCGGCCGCCAGTGCAAACTATAGTATTTAAAC3’
SYN-8:    5’CGAATTCGTGTTGATGGATCAGGTTGGAGTC3’
Oligo1_Br1:   5’CAAGCTTTTATGACAATCTTAGGTATGC3’
Oligo2_Br1:   5’CCTCGAGTTAATTACAACCACAATTGTTTGAACCTCC3’
Pr1:     5’CCTGCAGTTCAATCTCATCAATTGGTAATG3’
Pr2:     5’CGGATCCAACCACAATTGTTTGAACCTCC3’
Pr3:     5’CAGATCTCTCGAGTTCAATCTCATCAATTGGTAATG3’
Pr4:     5’CATCGATACAACCACAATTGTTTGAACCTCC3’
SYN-GFP-1:   5’GGATCCATGTCAGAACCGTAAG3’
SYN-GFP-2:   5’GGATCCTTATGTAAATTTGAGAACAATTGG3’
RNAi-SYN-1:   5’CAAGCTTCAAGTTGATGATGTTACAAATACC3’
RNAi-SYN-2:   5’CGGATCCCCAATAAGAGCACAACTACTGC3’
RNAi-SYN-3:   5’CAGATCTCTCGAGCAAGTTGATGATGTTACAAATACC3’
RNAi-SYN-4:   5’CATCGATCCAATAAGAGCACAACTACTGC3’
Oligonucleótidos usados para RT-PCR
sig1 Grupo 1:
RTW1G1-1:   5’ATGACAATCTTAGGTTCAATCTCTTC3’
RTW1G1-2:   5’CCTCCAGTTAAAATGGAACC3’
sig1 Grupo 2: 
RTW1G2-1:   5’ATGACACTCTTAGCTTCAATCTCATC3’




SSM796-1:   5’CAAGTTGATGATGTTACAAATACC3’
SSM796-2:   5’CCAATAAGAGCACAACTACTGC3’
Oligonucleótidos usados para los controles de RT-PCR
Se escogieron oligonucleótidos que ampliﬁcan alrededor de 320 pares de bases de rRNA mitocondrial.
Mit-l-rRNA1:  5’GGGTAGTTTGACTGGGGCGG3’
Mit-l-rRNA3:  5’CACTTTAATGGGTGAACACC3’
Técnicas especíﬁcas de 
Dictyostelium discoideum
5
Crecimiento y transformación de 
Dictyostelium
Las células de Dictyostelium discoideum se 
crecieron de forma axénica en medio HL5 a una 
temperatura de 22ºC con agitación (150 r.p.m.)246.
Las transformaciones fueron realizadas por 
electroporación siguiendo el método descrito 
por Pang et al.192. Las células se mantuvieron en 
medio HL5 con antibiótico (G-418 a 10 μg/ml 
o Blasticidina a 5 μg/ml) durante 10 días para 
seleccionar aquellas que hubieran incorporado el 
plásmido con el gen de resistencia al antibiótico. 
Aislamiento de clones y análisis por PCR
Las células obtenidas de la selección con antibiótico 
fueron diluidas y cultivadas posteriormente en 
placas SM junto con Klebsiella aerogenes para 
obtener clones independientes246. Los clones 
aislados fueron analizados mediante PCR para 
determinar si existía recombinación homóloga, 
o si habían incorporado el vector, en el caso de 
sobre-expresión. El DNA usado para la PCR fue 
aislado de células en la zona de crecimiento de los 
halos de lisis obtenidos en las placas SM, usando 
la solución de extracción de DNA “MasterAmp 
DNA Extraction Solution” de Epicentre. 
Obtención de esporas
Para la obtención de esporas, a partir de estructuras 
desarrolladas en ﬁltro o placas SM, se recogieron 
esporocarpos con una punta de pipeta y se 
dispersaron en el medio adecuado según el estudio 
posterior que se fuera a realizar.
Germinación de esporas
Para estudiar la germinación de esporas, se 
recogieron esporocarpos de cuerpos fructíferos y 
se incubaron en medio HL5 utilizando placas de 
cultivo de 6 pocillos (Falcon).
Desarrollo en ﬁltro de Dictyostelium 
discoideum
Para inducir el desarrollo de Dictyostelium, se 
recogieron 5x107 células en la fase exponencial 
de crecimiento axénico en HL5 (entre 1 y 
3x106 células/ml), se centrifugaron durante 5 
minutos a 1000 r.p.m. para eliminar el medio, se 
resuspendieron en agua (medio no tamponado) 









, 1 mM CaCl
2
, 1 mM MgSO
4
, pH 6.4.) 
(medio tamponado) y se depositaron en ﬁltros de 
nitrocelulosa231. En el caso de los experimentos 
con anticuerpos, estos se usaron a una dilución 
1/250 en el momento de la resuspensión.
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Migración de los “slugs” de Dictyostelium en 
respuesta a la luz
Se usaron células de Dictyostelium creciendo de 
forma axénica en HL5 a una concentración entre 2 
y 3 x106 células/ml. Se recogieron 2 x 107 células 
por centrifugación (5 min. a 1000 r.p.m.). Las 
células se resuspendieron en agua y se colocaron 
en uno de los extremos de un ﬁltro de nitrocelulosa. 
El ﬁltro se colocó dentro de un cilindro opaco que 
dispone de una abertura longitudinal de entre 1 
y 2 mm de grosor. Dicho cilindro se situó cerca 
de una fuente de luz para que la abertura quede 
totalmente iluminada, y las células se situaron en 
la zona del ﬁltro más alejada de la abertura. Una 
vez formados los “slugs”, estos viajarán hacia la 
fuente de luz231. 




La extracción de RNAs de estructuras a distintos 
estadios de desarrollo y de células en crecimiento, 
se llevó a cabo con el agente comercial Trizol 
(Life Technologies-Invitrogen) siguiendo las 
instrucciones del fabricante.
RT-PCR
RNA total (2 μg por muestra) fue tratado con 
50 Unidades de DNasa en un volumen ﬁnal 
de 50 μl durante 30 minutos a 37ºC. Tras el 
tratamiento, el RNA se puriﬁcó por fenolización 
y se precipitó con Etanol215. La retrotranscripción 
se llevó a cabo utilizando el enzima AMVRT 
y oligonucleótidos especíﬁcos de cada mRNA. 
Una fracción del producto de retrotranscripción 
fue utilizado como substrato para la reacción de 
PCR. Para cada muestra se incluyó un control en 
el que no se añadió la enzima en la reacción de 
retrotranscripción, realizándose posteriormente la 
misma reacción de PCR. Se tomaron como base 
los protocolos descritos por Ausubel et al.15.
PCR
Las reacciones de PCR se realizaron utilizando 
Taq polimerasa de Biotools, excepto en aquellos 
casos en los que el producto de reacción se utilizó 
en la construcción de vectores de expresión, que 
se utilizaron enzimas con capacidad correctora 
(Platinum Pfx DNA Polymerase, Invitrogen). 
Se utilizaron temperaturas de anillamiento entre 
45ºC y 55ºC, y de extensión entre 62ºC-68ºC, 
debido al alto contenido de A y T del genoma 
de Dictyostelium. Se tomaron como base los 
protocolos descritos por Ausubel et al.15.
Northern-Blot
Los experimentos de Northern se realizaron 
transﬁriendo el RNA en 10x SSC a membrana 
de Nylon (Nytran N, Schleicher-Schuel). La pre-
hibridación y la hibridación se realizaron a 42ºC 
en un tampón que contenía 6xSSC, 1% (p/v) SDS, 
40% formamida y 100 μg/ml de DNA de timo de 
ternera. Los lavados se realizaron a 42ºC con una 
mezcla 2xSSC y 0.1 % SDS. Las sondas radiactivas 
fueron marcadas con 32P-α-dCTP utilizando un 
sistema comercial (Ready-to-Go DNA Labelling 
Beads (-dCTP), Amersham).
Sondas utilizadas en los ensayos de Northern.
sig1: Se usó una región correspondiente al exón 2 
del gen originalmente aislado como dependiente 
de SrfA: sig1p1.
sybA: La sonda contra sybA se generó por PCR 
a partir de la secuencia del cDNA existente en 
la base de datos del proyecto de secuenciación 
japonés (código del cDNA: SSM796).
Western-Blot
Se obtuvieron extractos de proteínas totales 
a partir de estructuras a distintas horas de 
desarrollo, que fueron recogidas de los ﬁltros de 
nitrocelulosa y resuspendidas en 200 μl de buffer 
Laemmli por ﬁltro (Tris-HCl 0.5 M pH 6.8, 5% 
β-mercaptoetanol, 0.1% p/v Azul de Bromofenol, 
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20% v/v Glicerol) y hervidas durante 5 minutos. Se 
cargaron 10 μl por pocillo en geles del 10-12% de 
poliacrilamida. Las proteínas fueron transferidas 
electroforéticamente a ﬁltros BioTrace PVDF de 
Gelman Laboratory. Los anticuerpos primarios 
se usaron a una dilución 1/5000 en TBST (TBS + 
Tween 20) con 5% de leche desnatada. Se utilizó 
un anticuerpo secundario contra conejo acoplado a 
peroxidasa (SC-2004, Santa Cruz Biotechnology) 
que fue detectado por quimioluminiscencia (ECL 
western Blotting Detection Reagent, Amershan).
Hibridaciones in situ
Las hibridaciones in situ fueron realizadas, con 
modiﬁcaciones, según se ha descrito previamente 
por Escalante y Loomis66. Recientemente se ha 
publicado un protocolo detallado por Escalante y 
Sastre75.
Sondas utilizadas para las Hibridaciones in situ.
sig1: Se usó el exón 2 del gen sig1p3, que fue 
ampliﬁcado por PCR con los oligonucleótidos 
Pr1 y Pr2 e introducido en el vector pGEM-T 
Easy. A partir de esta construcción se generaron 
las ribosondas por reacciones de transcripción in 
vitro75. 
cotB y ecmA: Las ribosondas para los marcadores 
cotB y ecmA han sido descritas anteriormente70.
Tinciones con X-Gal
Las tinciones con X-gal, para detectar la expresión 
del gen lacZ, se realizaron según Wang et al.264. 
Recientemente se ha publicado un protocolo 
detallado por Escalante y Sastre75.
Alineamientos de secuencias y mapas de zonas 
genómicas 
Los alineamientos se realizaron de forma remota 
usando el programa ClustalW situado en el Centro 
de Computación de la Universidad de San Diego 
http://workbench.sdsc.edu/. Los alineamientos 
resultantes fueron comprobados en máquina 
local con el programa ClustalX. Para generar los 
archivos de imagen de los alineamientos se usó el 
programa CLC Free Workbench. Estos archivos 
fueron posteriormente procesados con Adobe 
Photoshop CS y Adobe Illustrator CS.
Los mapas de las zonas genómicas fueron 
obtenidos directamente de la pagina web de la 
base de datos de Dictyostelium (http://dictybase.
org/). Los archivos, en formato PostScript, fueron 
procesador con Adobe Illustrator CS. 
Técnicas de Biología Celular7
Fagocitosis
Se recogieron 106 células creciendo en HL5 y se 
incubaron con 1 μl de microesferas de 1 μm de 
diámetro (Fluoresbrite de PolySciences) en 1 ml 
de medio de cultivo HL5 entre 30 minutos y una 
hora con agitación (150 r.p.m.). Se recogieron 
las células por centrifugación (5 min a 1000 
r.p.m.) y se lavaron dos veces con tampón fosfato 
potásico 0.1M pH 6.4 para retirar los restos de 
microesferas. Las células se lisaron en 300 μl 
de tampón fosfato con Triton X-100 al 0.3%. 
La ﬂuorescencia se midió en el ﬂuorímetro (por 
triplicado). El blanco consistió en células tratadas 
igual pero sin microesferas. Se usó una longitud 
de onda de 441 nm para la excitación y  de 486 nm 
para la emisión. Los experimentos se normalizaron 
por cantidad de proteína, medida con reactivo de 
Bradford (Bradford Protein Assay, Biorad)15.
Macropinocitosis 
Se recogieron 106 células creciendo en HL5 y se 
incubaron en agitación con 0.5 mg/ml de FITC-
dextrano (Sigma) en 1 ml de medio de cultivo 
HL5, durante los tiempos indicados en la Figura 
34 de Resultados. Se recogieron las células de 
cada punto, se retiró el dextrano por centrifugación 
(5 min a 1000 r.p.m.) y se lavaron dos veces con 
tampón fosfato potásico 0.1M pH 6.4. Las células 
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se lisaron en 300 μl de tampón fosfato con Triton 
X-100 al 0.3%. La ﬂuorescencia se midió en un 
ﬂuorímetro de placas de 96 pocillos Fluoroskan. 
El blanco consistió en células tratadas igual pero 
sin dextrano. Se usó una  longitud de onda de 485 
nm para la excitación y de 538 nm para la emisión. 
Los experimentos se normalizaron por cantidad 
de proteína, medida con reactivo de Bradford 
(Bradford Protein Assay, Biorad)15.
Exocitosis
Se incubaron 106 células/ml con 0.5 mg/ml de 
FITC-dextrano en HL5 durante 60 o 90 min, con 
agitación (150 r.p.m.). Se recogieron las células, 
se retiró todo el dextrano por centrifugación y se 
lavaron las células dos veces con tampón fosfato 
potásico 0.1M pH 6.4. Se resuspendieron las 
células a 106 células/ml en HL5. Se colocaron 
de nuevo en agitación y se fue retirando 1 ml de 
la mezcla por cada punto. Las células recogidas 
a diferentes tiempos se lavaron dos veces con 
tampón fosfato para retirar el dextrano exocitado 
en el medio. Se lisaron las células en 300 μl de 
tampón fosfato con Triton X-100 al 0.3% y se 
midió la ﬂuorescencia en el ﬂuorímetro de placas 
Fluoroskan. 
El blanco consistió en células tratadas igual pero 
sin dextrano. Se uso una  longitud de onda de 485 
nm para la excitación y de 538 nm para la emisión. 
Los experimentos se normalizaron por cantidad 
de proteína, medida con reactivo de Bradford 
(Bradford Protein Assay, Biorad)15.
Experimentos de adhesión
Células desarrolladas en ﬁltro durante 12-16 horas 
se disociaron en un tampón fosfato sódico 17 mM, 
pH 6.4,  10mM EDTA,  a una concentración de 
2.5 x 106 células/ml. Se colocaron en placas de 
6 pocillos (Falcon) y se incubaron en ausencia o 
presencia de anticuerpo (dilución 1/250) durante 
varias horas a 22ºC con una agitación de 180 
r.p.m.. Los agregados celulares fueron detectados 
utilizando un microscopio Nikon TS100. 
Experimentos de sensibilidad a folato
Células creciendo en HL5 se centrifugaron para 
eliminar cualquier traza de medio nutritivo y se 
colocaron en placas multipocillo P6 a una densidad 
de 2 x 105 células/cm2 en presencia de folato 














, pH 6.4.). Las concentraciones 
de folato usadas en estos experimentos han sido 
de 1mM, 2.5mM, 5mM y 10mM. Se dejaron las 
placas durante 24 horas a 22ºC, y se determinó 
la posible presencia de agregados celulares por 
observación microscópica. 
Ensayos de protección a Gentamicina (GPA)
Los ensayos de protección a Gentamicina fueron 
realizados según el protocolo descrito por 
Pukatzki et al.206 con algunas modiﬁcaciones. 106 
células de Dictyostelium se pusieron en 1 ml de 
medio HL5 en un pocillo de placas multipocillo 
24 (P24 de Falcon). Se dejaron reposar durante 
una hora a 22ºC para permitir la adhesión de las 
células a la placa. Se añadió Klebsiella aerogenes 
a una densidad óptica ﬁnal de 0.5 medido a 600 
nm. Tras 1 hora en agitación (150 r.p.m.), para 
permitir que las bacterias sean fagocitadas por 
las células de Dictyostelium, se recogieron las 
células, se lavaron dos veces con PDF para retirar 
las bacterias no fagocitadas, y se incubaron 
durante distintos tiempos en medio PDF + 400 
μg/ml de Gentamicina con agitación. Las células 
se recogieron, se lavaron dos veces con PDF 
y se lisaron con Triton X-100 al 0.05% en PDF 
(condiciones que no afectan a la viabilidad de 
las bacterias). Distintas diluciones de los lisados 
se cultivaron en placas de LB durante 16 horas a 
37ºC, determinándose a continuación las unidades 
formadoras de colonia (CFU) de cada muestra.
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Tinciones nucleares con DAPI
Se colocaron células de Dictyostelium en 
portaobjetos recubiertos de poli-lisina durante 
5-10 minutos para que las células se adhirieran 
a la superﬁcie. A continuación se ﬁjaron las 
células por inmersión en una solución  de 2% de 
formaldehído en metanol durante cinco minutos. 
Las células ﬁjadas se lavaron tres veces con PBS 
y se incubaron con 1 ml de una dilución 1:50 en 
agua del colorante DAPI (concentración del stock: 
0.1 mg/ml) durante 5 minutos. Se retiró el exceso 
de DAPI y se montaron las preparaciones con 
glicerol al 20% para su posterior observación en 
microscopio de ﬂuorescencia. 
Tinción con LysoTracker,  Bodipy-TR-
Ceramida y TRITC-dextrano
Tinción con Bodipy-TR-Ceramida:
El reactivo Bodipy-TR-Ceramida (Molecular 
Probes) se resuspendió en cloroformo:etanol (19:1 
v/v) generando un stock a 1mM que se conserva a 
-20ºC.  Se retiraron 50 μl de este stock y se evaporó 
el solvente en una atmósfera de N
2
. El lípido 
resultante se resuspendió en 200 μl de etanol y se 
incorporó a 10 ml de HBSS (25mM Hepes KOH 




, 132mM NaCl, 
0.1% BSA) obteniendo una solución 5 μM que se 
conservó a -20ºC en alícuotas. Para llevar a cabo 
la tinción se recogieron células y tras lavarlas con 
HBSS se resuspendieron en la solución de Bodipy-
TR-Ceramida 5 μM (un máximo de 4x106 células 
por cada 100 μl). Se incubaron a 4ºC durante 30 
min y tras 4 lavados con medio frío se cultivaron 
un mínimo de 30 min a temperatura ambiente 
para facilitar la incorporación del reactivo. 
Posteriormente se depositaron sobre cámaras 
pretratadas para su observación por microscopía 
confocal. 
Tinción con LysoTracker:
Se centrifugaron 106 células y se incubaron con 
2 μl de LysoTracker Red (Molecular Probes) en 
1 ml de HL5 de 15 a 30 minutos (22ºC, agitación 
a 150 r.p.m.). A continuación se lavaron dos veces 
con un tampón fosfato a pH entre 6 y 7 para eliminar 
cualquier resto de LysoTracker, depositándose 
a continuación en cámaras pretratadas para su 
observación por microscopía confocal. 
Tinción con TRITC-dextrano:
Se centrifugaron 106 células, se resuspendieron en 
1 ml de HL5 y se incubaron (22ºC y agitación a 
150 r.p.m.) 10 minutos con 2 mg/ml de TRITC-
dextrano o  durante 90 minutos con el mismo 
compuesto a 0.5 mg/ml. A continuación se 
lavaron con tampón fosfato pH entre 6 y 7 para 
eliminar cualquier resto de TRITC-dextrano y 
se depositaron en cámaras pretratadas para su 
observación por microscopía confocal. 
Microscopía confocal
Los estudios de microscopía confocal se hicieron 
tanto con células ﬁjadas como con células 
observadas in vivo. 
Estudios con células ﬁjadas: 
Células que expresan proteínas de fusión con la 
proteína ﬂuorescente GFP, se centrifugaron y se 
colocaron en un portaobjetos durante 10 minutos 
para permitir que se adhiriesen al substrato. A 
continuación se ﬁjaron durante 15 minutos con 
formaldehído al 4% en HL5, se lavaron dos veces 
con PBS (133 mM NaCl, 10mM NaKHPO
4
 pH 
7.4) y se montaron en 80% de glicerol para su 
observación posterior. 
Estudios con células in vivo: 
Para hacer los estudios de co-localización, células 
que expresan proteínas de fusión con la proteína 
ﬂuorescente GFP se procesaron para realizar 
tinciones con distintos reactivos, tal y como se 
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indicó anteriormente, y se mantuvieron en HBSS 





, 132mM NaCl, 0.1% BSA). Se depositaron 
en cámaras para microscopía de Lab-Tek 
(Chambered #1.0 Borosilicate Coverglass system) 
previamente tratadas con poli-D,L-lisina a 50 µg/
ml en PBS toda la noche a 4ºC y lavadas 3 veces 
con PBS antes de depositar las células. 
Todos las observaciones de microscopía confocal 
fueron realizadas con un microscopio Leica 
TCS-NT. El procesamiento de las  imágenes de 
microscopía se realizó con Adobe Photoshop CS 
e ImageJ.
Citometría de Flujo
La citometría de ﬂujo fue utilizada para determinar 
el tamaño, la complejidad de las células y su 
capacidad de captación de distintas sustancias 
ﬂuorescentes. Células en crecimiento, o bien 
después de realizar los tratamientos pertinentes, se 
recogieron, se centrifugaron a 1000 r.p.m. durante 
5 minutos, se resuspendieron en tampón fosfato 
pH entre 6 y 7 y se analizaron en un Citómetro 
Becton Dickinson. Se contaron 10.000 células de 
cada muestra y los datos fueron analizados con el 
software WinMDI. 
Experimentos con toxina tetánica. 
Electroporación: Se electroporaron 5x106 
células192 en presencia de 0.1, 0.5 o 1 μg de toxina 
(Toxina tetánica de Clostridium tetani de Sigma). 
Previamente a la electroporación, la toxina tetánica 
fue reducida mediante incubación en 10mM Hepes 
pH 7.2 con 10mM DTT, 50mM NaCl durante 30 
minutos a 37ºC y activada por adición de ZnCl
2 
250 μM99.
Adición a medio HL5: La toxina tetánica fue 
añadida a los cultivos de Dictyostelium, creciendo 
a una densidad de 5x105 células/ml, a una 








Regulación de la expresión de 
srfA en Dictyostelium discoideum
 En 1998 se logró clonar el factor de 
transcripción SrfA de Dictyostelium discoideum 
mediante el uso de oligonucleótidos degenerados 
diseñados a partir de la región MADS-box del 
homólogo de SRF en Drosophila67. La generación 
de una cepa deﬁciente en este gen o cepa “Knock 
Out” (KO) mostró que srfA está involucrado en la 
diferenciación de las células pre-espora a esporas 
(Fig. 1A y 1B)67 y en la migración de los “slugs” 
WT
srfA-








(Fig. 1C y 1D), proceso durante el cual se podían 
observar estructuras  más pequeñas y redondeadas 
que los “slugs” silvestres (“Wild Type” o WT) 
(Fig. 1 E, 1F y 1G)70. Además de estos dos claros 
fenotipos, se determinó que la culminación en 
medio no tamponado o poco tamponado era 
deﬁciente, con culminantes aberrantes de tallos 
gruesos y estructuras sin esporocarpo (datos no 
mostrados)70.
Figura 1. Fenotipo de la cepa srfA-. 
En los paneles (A) y (B) se muestra la morfología del cuerpo fructífero y las esporas de las cepas 
“Wild Type” (WT) y srfA- respectivamente. Los cuerpos fructíferos se han desarrollado en placas 
SM en combinación con Klebsiella aerogenes. Las esporas del esporocarpo se han fotografiado en 
contraste de fases a 400 aumentos. Como se puede observar, las esporas de la cepa mutante no 
poseen la forma elipsoidal ni la refringencia de la cepa “Wild Type” (WT). 
En los paneles (C) y (D) se muestra la migración hacía la luz de los “slugs” de las cepas WT y srfA-. 
Células de Dictyostelium se depositaron en placas de agar-agua y se sometieron a luz direccional 
(el foco de luz se representa como una bombilla). Después de 48 horas se puede observar como la 
cepa deficiente en SrfA migra mucho menos hacía la luz que la WT. Asimismo, en los paneles (E), 
(F) y (G) se puede observar la morfología de los “slugs” de ambas cepas. Los “slugs” de la cepa 
mutante son claramente más pequeños y redondeados que los WT. 
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 A través de las bases de datos de 
secuencias disponibles en la red (http://www.
dictybase.org/) se localizaron dos cDNAs que 
codiﬁ caban srfA (SLB203 y SSA259), y que 
eran idénticos hasta cierto punto, a partir del cual 
sus secuencias diferían. Esto indicaba la posible 
existencia de exones alternativos, por lo que se 
procedió a clonar la zona 5’ del gen. Mediante 
RACE, RT-PCR y “Primer Extension” se 
determinó que el gen srfA presentaba cuatro 
inicios distintos de transcripción que originaban 
diferencias en el primer exón, generando cuatro 
posibles transcritos diferentes, tal y como se puede 




















Figura 2. Estructura del promotor de srfA.
(A) La región promotora de srfA está compuesta por varias zonas (indicadas con los números 1, 
2, 3 y 4) que regulan la expresión del gen, originando varios RNAs mensajeros diferentes. Las 
líneas quebradas indican la unión entre el primer exón alternativo, y el segundo exón, tras el 
procesamiento de los mRNA. 
(B) Esquema de las construcciones en las que cada uno de los promotores regula la expresión del 
gen indicador lacZ, utilizadas para determinar el patrón de expresión de los distintos mRNAs que 
codifican srfA.  
de promotores alternativos y que la expresión 
de srfA pudiera ser requerida en distintos 
estadios y diferentes tipos celulares a lo largo del 
desarrollo de Dictyostelium. Para conﬁ rmar esta 
hipótesis Escalante y Sastre transformaron células 
silvestres (“Wild Type” o WT en adelante) con 
varias construcciones donde el gen marcador lacZ 
quedaba bajo el control de los distintos posibles 
promotores de srfA (Fig. 2B). Se encontró que la 
construcción completa presentaba una regulación 
compleja. La expresión de lacZ era dirigida a 
la zona pre-tallo durante el estadio de “ﬁ nger” 
(Fig. 3A) y de culminante temprano (Fig. 3B). 





































Figura 3. Patrón de expresión de srfA.
Los vectores mostrados en la Figura 2 fueron transfectados en células WT. Las células transfectadas, 
seleccionadas por su resistencia a G418, fueron crecidas e inducidas a desarrollar en filtros 
de nitrocelulosa. La expresión del gen lacZ fue detectada por la hidrólisis de X-gal, generando 
precipitados azules. 
- Región promotora completa::lacZ. La región promotora completa dirige la expresión de lacZ en la 
zona pretallo durante el estadio de “finger” (A) y de culminante temprano (B). También se puede 
ver tinción en el esporocarpo en culminantes medios (C), y en las esporas (D). 
- P1::lacZ. El promotor 1 dirige la expresión de lacZ en la zona pre-tallo en el estadio de “finger” (E). 
En “slug” (F), y culminantes tempranos(G) se puede observar tinción tanto en la zona pretallo como 
en las células “Anterior-like cells” (ALC). Por último, en la culminación se detecta la expresión en 
el tallo y en lo que queda de zona pre-tallo (H). 
- P2::lacZ. La expresión de lacZ dirigida por el promotor 2 es predominante en la zona pre-tallo tanto 
en “finger” (I) como en culminantes tempranos y medios (K). La tinción es completa en “slugs” (J). 
- P3+4::lacZ. La construcción que contiene las regiones 3 y 4 genera una tinción punteada a los 
largo de toda la estructura tanto en “finger” (L), como en “slug” (M), o culminantes tempranos (N). 
En estructuras en culminación avanzada, se puede ver como todo el esporocarpo aparece teñido 
(O) y (P). 
- P4::lacZ. La región cuatro genera una tinción punteada a lo largo de toda la estructura y en todos 
los estadios de desarrollo analizados (Q) y (R). 
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esporocarpo en culminantes medios (Fig. 3C), y 
en esporas (Fig. 3D). 
 Se analizaron por separado las diferentes 
regiones 5’ asociadas a los 4 exones, que se 
denominaron promotor 1-4, como se muestra en la 
Figura 2B. El promotor 1 dirigió la expresión de 
lacZ en la zona pre-tallo en el estadio de “ﬁnger” 
(Fig. 3E). En culminantes tempranos (Fig. 3G) 
se observó tinción tanto en la zona pre-tallo 
como en una población de células aisladas en la 
parte posterior compatible con las denominadas 
“Anterior-like cells” (ALC). En “slug” (Fig. 3F) 
también podemos ver expresión dentro de la 
zona pre-tallo y en ALC. Por último, durante la 
culminación se puede ver una clara expresión en 
el tallo y en lo que queda de zona pre-tallo (Fig. 
3H). La expresión de lacZ dirigida por el promotor 
2 es predominante en la zona pre-tallo tanto en 
“ﬁnger” (Fig. 3I) como en culminantes tempranos 
y medios (Fig. 3K). La tinción, sin embargo,  se 
extiende a toda la estructura en estadio de “slug” 
(Fig. 3J). La construcción que contiene las regiones 
3 y 4 genera una tinción punteada a lo largo de 
toda la estructura tanto en “ﬁnger” (Fig. 3L), y 
“slug” (Fig. 3M), como en culminantes tempranos 
(Fig. 3N). En estructuras en estado avanzado 
de culminación, el promotor se activa en todo 
el esporocarpo (Fig. 3O y 3P). La región cuatro 
genera una tinción punteada a lo largo de toda la 
estructura durante todo el proceso de desarrollo 
(Fig. 3Q y 3R). La construcción que contenía solo 
la región 3 no presentaba actividad70.
 Las diferencias de expresión del gen 
lacZ en función del promotor que lo controla, 
llevaron a determinar si la expresión de srfA a 
distintos tiempos y en distintos tipos celulares, 
dirigida por promotores alternativos, tenía alguna 
signiﬁcación funcional. Para llevar a cabo este 
estudio se transformó la cepa srfA- con distintas 
construcciones donde el gen srfA quedaba bajo el 
control de los siguientes promotores: promotor 1, 
promotor 2, promotor 3+4, y por último y como 
controles, el promotor del marcador especíﬁco 
de pre-espora cotB y el promotor del marcador 
especíﬁco de pre-tallo ecmA. El objetivo principal 
era determinar si se recuperaba alguno de los 
fenotipos de la cepa srfA-: migración de los “slugs”, 
morfología de las estructuras y esporulación.
 La expresión de srfA bajo el control 
del promotor 1 no recuperaba completamente 
ninguno de los defectos, viéndose únicamente 
una recuperación del 10% en la esporulación (Fig. 
4E). La regulación por el promotor 2 fue capaz 
de recuperar la migración (Fig. 4H parte derecha 
de la placa) y la morfología de los “slugs” (Fig. 
4K), pero no la correcta formación de las esporas 
(Fig. 4F). Además, la culminación se recuperaba 
parcialmente con estructuras bien formadas, 
aunque con tallos ligeramente más débiles que 
provocaban la caída de los esporocarpos. La 
construcción con los promotores 3+4 recuperaba 
perfectamente la esporulación (Fig. 4G), pero 
no la migración (Fig. 4H parte izquierda de la 
placa) ni la morfología de los “slugs” (Fig. 4I y 
4J). Asimismo, y como se esperaba, la expresión 
de srfA bajo el control del promotor de cotB 
(especíﬁco de la zona de pre-espora) recuperaba 
la esporulación (Fig. 4C) y la construcción con 
el promotor de ecmA (especíﬁco de pre-tallo) era 
incapaz de hacerlo (Fig. 4D). Ninguna de estas 
dos construcciones fue capaz de recuperar la 
migración70.
 La existencia de promotores alternativos 
para regular la expresión de un gen ha sido 
estudiada tanto en Dictyostelium como en otros 
organismos. En algunos casos la existencia de 
promotores alternativos lleva a la producción 
de la misma proteína aunque existan distintas 
secuencias en las zonas 5´ no traducibles de 
los mensajeros. En otros casos, los promotores 
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Wild Type srfA- srfA-/cotB::srfA srfA-/ecmA::srfA












Figura 4. Experimentos de rescate sobre la cepa srfA-.
La cepa deficiente en srfA fue transfectada con vectores en los que la expresión de srfA quedaba 
bajo el control de distintos promotores: promotor de ecmA (gen específico de pre-tallo), promotor 
de cotB (gen específico de pre-espora), y los promotores P1, P2 y P3+P4 de srfA. Las construcciones 
con el promotor de cotB (C) y el P3+4 (G) fueron capaces de recuperar la correcta formación 
de esporas. Esto no ocurrió al expresar srfA con el promotor de ecmA (D), P1 (E) o P2 (F). La 
morfología de las esporas WT y srfA- se muestra en los paneles A y B respectivamente. Por otro 
lado, la construcción con el promotor P2 fue capaz de recuperar la migración y la morfología de los 
“slugs” (H,K) mientras que la construcción con P3+4 no lo fue (H,I,J). 
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alternativos generan distintos mensajeros que dan 
lugar a distintas isoformas de la proteína (revisado 
en 16 y 218). La generación de mensajeros que 
sólo se diferencien en la zona 5´ no traducible, 
como ocurre en nuestro caso, tiene evidentemente 
un interés regulatorio, y hay multitud de ejemplos 
donde se recurre a este mecanismo para modular la 
expresión temporal o de tipo celular de una proteína. 
Como ejemplos de genes animales que recurren a 
este tipo de promotores alternativos para regular 
la expresión génica podemos citar: antennapedia 
en Drosophila223, Amy-1 en ratón y rata217,234,275, 
la enzima aldolasa humana154 o el gen Hox-5.1 
humano51. En Dictyostelium también se ha descrito 
algún gen donde se produce esta regulación. 
La expresión de uno de los componentes más 
importantes del proceso de agregación, el receptor 
de cAMP cAR1, está controlada por promotores 
alternativos que permiten regular la expresión 
del receptor en función de las concentraciones de 
cAMP extracelulares y del estadio de desarrollo148. 
Los mensajeros obtenidos por procesamiento 
alternativo de este gen originan proteínas idénticas. 
Así, mediante el uso de dos promotores que son 
activados en función de la sensibilidad al cAMP, 
el receptor cAR1 tiene una expresión regulada a 
lo largo del desarrollo148. En todos los casos, este 
tipo de regulación permite expresar la misma 
proteína en distintos tejidos o en distintos estadios 
de desarrollo con una diversiﬁcación mínima de 
las estructuras reguladoras.
 La expresión de lacZ dirigida por los 
diferentes promotores identiﬁcados en srfA es 
consistente con los defectos que se observan 
en las cepas deﬁcientes para srfA: defectos en 
la migración, en los tallos y en la formación de 
esporas.
 El promotor 1 dirige la expresión de lacZ en 
células de la zona pre-tallo y ALC (“Anterior-like 
cells”). Cuando este promotor dirige la expresión 
del propio gen srfA, no es capaz de recuperar 
ninguno de los fenotipos que se observan en la 
cepa mutante. La expresión de lacZ controlada 
por el promotor 2 tiene una tinción muy parecida 
al caso anterior en estructuras de “ﬁnger” y de 
culminantes tempranos. En estadio de “slug”, la 
estructura completa aparece teñida cuando lacZ 
se encuentra bajo el control del promotor 2. Por 
lo tanto P2 muestra una tinción dependiente del 
camino elegido por Dictyostelium después de 
agregar: migrar o culminar. La expresión completa 
en todo el “slug” concuerda con la recuperación del 
fenotipo de migración que se puede ver cuando srfA 
se expresa bajo la acción única de este promotor 
(Fig. 4H). Además de recuperarse la migración de 
los “slugs”, este promotor es capaz de recuperar 
también la morfología de los mismos (Fig. 4K). 
Aquí, debemos hacer notar que las construcciones 
de srfA bajo el control de los promotores de los 
genes ecmA y cotB no recuperan la migración. El 
promotor 2 sin embargo, no es capaz de recuperar 
el defecto de esporulación, mostrando las esporas 
de esta cepa el mismo defecto que se ve en la cepa 
srfA-.
 Como se ha descrito en la introducción, 
tras 15 horas de desarrollo, las estructuras pueden 
seguir dos caminos: culminar en el mismo 
sitio donde se ha producido la agregación o 
transformarse en estructuras migratorias (“slugs”), 
que pueden moverse durante cierto tiempo hasta 
encontrar las condiciones adecuadas para culminar. 
En la toma de esta decisión, están involucradas 
las condiciones físico-químicas del medio. Así, y 
cuando el medio está suﬁcientemente tamponado, 
los “ﬁngers” inician la culminación directa. 
Cuando el pH no es adecuado, los “slugs” migran 
hasta que se encuentran las condiciones idóneas 
para culminar. Una de las moléculas que secreta 
Dictyostelium durante el desarrollo es el amonio 
procedente de su metabolismo, y el tamponamiento 
de esta molécula parece jugar un papel importante 
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para tomar una decisión sobre el camino a seguir. 
De esta manera, para generar condiciones de 
migración en el laboratorio, se colocan las células 
de Dictyostelium en ﬁltros humedecidos en agua 
en lugar de tampón fosfato, para de esta manera 
no neutralizar el amonio que se genera durante el 
metabolismo de Dictyostelium. Así, parece que la 
presencia o ausencia de amonio es importante para 
el proceso de migración126. No se puede descartar 
que además de amonio, existan otro tipo de 
moléculas que sean capaces de determinar o inﬂuir 
en la capacidad de migración de Dictyostelium. 
De hecho se ha podido demostrar que DIF1 y 
cAMP, que regulan diversas fases del desarrollo 
de Dictyostelium, bloquean la expresión de srfA 
a través del promotor 269. La liberación de este 
bloqueo podría ser necesaria para la expresión de 
srfA durante esta fase del desarrollo y permitir una 
correcta migración de los “slugs”69.
 La expresión de srfA a partir del promotor 
de cotB provoca una recuperación del proceso de 
esporulación, indicando que la expresión de srfA 
en las células pre-espora es imprescindible para su 
completa diferenciación a  esporas. La expresión 
del gen lacZ bajo el control de los promotores 3 y 
4 genera una tinción punteada a los largo de toda 
la estructura hasta el estadio de culminante donde 
empieza a mostrar una fuerte tinción en la zona del 
esporocarpo. En concordancia con estos resultados, 
la expresión de srfA a partir del promotor P3+P4 
es capaz de recuperar la correcta formación de 
las esporas y la expresión de spiA (gen usado 
como marcador durante la esporulación) (datos 
no mostrados), pero no recupera ni la morfología 
de los “slugs” ni su migración. Así, nuestros datos 
indican que al contrario que en la migración, en 
la diferenciación de las esporas son relevantes los 
promotores 3 y 4.
 La formación de cuerpos fructíferos 
en Dictyostelium discoideum permite que las 
células originales expuestas a condiciones de 
ayuno, sean capaces de sobrevivir el tiempo que 
sea necesario hasta encontrar un lugar donde 
haya alimento. Esta supervivencia se consigue 
gracias a la diferenciación de parte de las células 
iniciales, que se recubren de una capa de proteínas 
y celulosa y forman esporas. Las esporas tienen 
una alta capacidad de supervivencia cuando las 
condiciones del medio no son adecuadas, y se 
forman cuando los componentes de su cápsula son 
secretados al exterior. Así, las células destinadas 
a ser esporas (células pre-espora) comienzan a 
acumular en vesículas muchos de los componentes 
necesarios para formar la cápsula antes de que 
se produzca la esporulación. La diferenciación 
de las esporas requiere la expresión de muchos 
genes especíﬁcos, uno de ellos es spiA, usado 
como marcador del proceso de esporulación. Sin 
embargo, el papel principal en la esporulación lo 
desempeña la proteína quinasa PKA. Esta quinasa, 
es en última instancia la encargada de disparar el 
mecanismo de esporulación. Así, cepas donde 
tenemos la subunidad de PKA sobre-expresada o 
donde se activa PKA de forma artiﬁcial añadiendo 
8-Br-cAMP (un análogo de cAMP capaz de 
penetrar la membrana celular), tienen un fenotipo 
caracterizado por una esporulación precoz122,152,209. 
Por otro lado, aquellas cepas donde se ha 
conseguido inhibir la función de PKA no forman 
esporas106. En ambos casos, se ha visto que la 
expresión de spiA se ve afectada cuando se adelanta 
o se retrasa el proceso de esporulación. Uno de los 
defectos vistos en la cepa deﬁciente en srfA, es que 
el nivel de expresión del marcador de esporulación 
spiA está muy reducido67. Basándose en estos 
estudios, Escalante y Sastre demostraron que había 
una relación entre PKA, srfA y esporulación; y 
que esta relación venía dada a través del promotor 
3+4. Así, el promotor 3+4 es capaz de responder 
a una sobre-activación de PKA tal y como lo hace 
la región promotora completa. El mecanismo 
establecido sugiere que la activación de PKA 
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por cAMP, produce un aumento de la expresión 
de srfA a través del promotor 3+4 en las células 
pre-espora durante la culminación, ya sea por una 
regulación directa o indirecta, y que esto lleva a 
su vez a la expresión de genes importantes para el 
proceso de esporulación como spiA71.
 De esta manera se ha determinado como 
la transcripción de srfA está ﬁnamente regulada 
por un conjunto de  promotores que originan un 
patrón espacio-temporal de expresión acorde a las 
 Genes regulados por SrfA 
en Dictyostelium discoideum
funciones que realiza el gen, y se ha involucrado 
a cada uno de ellos en un proceso especíﬁco del 
desarrollo de Dictyostelium.
 SrfA debe estar a su vez regulando la 
expresión de genes que desarrollarán su función 
en el contexto espacio-temporal en que han sido 
expresados. El estudio de algunos de estos genes 
regulados por SrfA constituye la segunda parte de 
la Tesis. 
 
 SrfA es un homólogo al factor de 
transcripción SRF en mamíferos, que regula la 
expresión de genes que tengan en su promotor 
una secuencia consenso para la unión de este 
factor de transcripción (SRE o “Serum Response 
Element”)254. Para determinar que genes son 
regulados por este factor de transcripción en 
Dictyostelium se usaron dos técnicas: microarrays73 
y genoteca substractiva72. En ambos casos se quería 
determinar si había diferencias en la población de 
mensajeros entre las cepas Wild Type y srfA-, e 
identiﬁcar dichos mRNAs. Debido a que los dos 
fenotipos más claros de la cepa KO para srfA son 
un problema en la migración y un defecto en la 
formación de las esporas el uso de estas técnicas se 
restringió a dichos estadios de desarrollo. Gracias 
a estos estudios se identiﬁcaron una serie de genes 
regulados por el factor de transcripción SrfA en 
Dictyostelium discoideum  a los que se llamó sig 





sig1 (SrfA induced gene 1)
 La construcción de una genoteca 
substractiva en estadio de “slug” permitió aislar 
60 posibles genes diferenciales (genes cuya 
expresión difería entre las cepas Wild Type y 
srfA-) de los que 30 fueron analizados por Northern-
blot, resultando realmente diferenciales sólo 10 de 
ellos. De los 10, se escogió para un estudio más 
detallado el gen que llamamos sig1. Este gen 
tenía el interés particular de originar una posible 
proteína de bajo peso molecular que podría estar 
siendo secretada al exterior de la célula y jugar un 
papel en comunicación intercelular.
 Como primera aproximación se realizaron 
estudios informáticos de homología de secuencia 
y de búsqueda de dominios funcionales de sig1p1 
para poder establecer una hipótesis de trabajo. 
No se detectó ninguna homología signiﬁcativa 
con otras proteínas. Por otro lado, la búsqueda 
de dominios funcionales únicamente mostró una 
posible estructura secundaria en forma de “coiled-
coil”. Estos motivos son uno de los dominios 
más importantes para la oligomerización de 
proteínas. A pesar de su simplicidad, este motivo 
de plegamiento se encuentra en un gran número 
de proteínas con funciones muy dispares35, por lo 
que su existencia no permitió establecer a priori 
una función para sig1. La proteína del gen original 
sig1p1 aparece en la base de datos del genoma de 
Dictyostelium como una proteína que contiene un 
dominio de nudo de cisteínas (http://dictybase.org/
db/cgi-bin/gene_page.pl?dictybaseid=DDB01682
25). Los nudos de cisteínas dan lugar a un tipo de 
plegamiento que implica la formación de puentes 
disulfuro intramoleculares y que está presente en 
proteínas que tienen como característica común 
ser factores de crecimiento o tener una función 
extracelular: TGF-β2220, PDGF185, NGF163 o 
algunas neurotoxinas189 (http://www.ebi.ac.uk/
interpro/IEntry?ac=IPR002400)110. Los enlaces 
entre cisteínas favorecen la estabilidad de la 
proteína y diﬁcultan su degradación por proteasas 
en el medio exterior. La asociación de este motivo a 
proteínas que actúan como factores de crecimiento 
implicaría a las proteínas Sig1 en algún tipo de 
función extracelular similar. Sin embargo existe 
una diferencia entre los nudos de cisteína clásicos 
y el encontrado en Sig1p1.  Mientras que el nudo 
clásico esta formado por seis cisteínas que forman 
tres puentes disulfuro, en Sig1p1 sólo existen 
cuatro cisteínas, que formarían  dos puentes 
disulfuro.
 Debido a los resultados negativos en la 
búsqueda de homólogos en otros organismos, se 
realizaron búsquedas de homología dentro del 
propio genoma de Dictyostelium. La búsqueda 
en bases de datos de secuencias de Dictyostelium 
proporcionó información sobre la existencia 
de un número elevado de genes con una alta 
identidad con sig1 (Tabla 1 y Anexo), y que 
originan proteínas hipotéticas con menos de 120 
aminoácidos. A pesar de que en la búsqueda 
aparecieron algunas identidades con genes de 
proteínas de alto peso molecular; únicamente 3 
presentaron valores de E inferiores a 0.01, con 
una homología poco signiﬁcativa. En total, y 
distribuidos a lo largo de todo el genoma, se han 
encontrado 96 genes con una alta identidad con 
sig1 y que originarían proteínas de menos de 
120 aminoácidos. Al gen original obtenido de la 
genoteca substractiva se le ha llamado sig1p1. 
El resto de los genes han sido llamados sig1p#, 
donde # es un número natural. Evidentemente no 
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tenemos ningún dato experimental que conﬁrme 
que todos estos genes son también regulados por 
SrfA, por lo que formalmente el nombre sig1p# no 
sería estrictamente correcto, pero por motivos de 
simplicidad hemos optado por usar esta notación. 
A pesar de ello, es importante recalcar que no 
tenemos datos experimentales que conﬁrmen 
que estos genes son regulados por el factor de 
transcripción SrfA.
 
 En la Tabla 1 podemos ver como las 
proteínas predichas de los genes 23, 3, 4, 25, 2 
y 5 tienen una identidad de más del 90% con la 
proteína original Sig1p1. Las proteínas de los 
genes 7, 12, 14, 6, 9, 8, 11, 10, 102, 105, 106 y 
101 presentan una identidad entre el 60 y 70%. El 
resto de las proteínas tienen una identidad inferior 
al 50%. 
Nombre DDB (predicción) DDB (validado) Cromosoma
Exones
(nº exon - pb)
Intrones
(nº intrón - pb)
Aminoácidos Identidad con proteínade sig1p1 (%)
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Tabla 1. Genes con identidad a sig1p1.
En la primera columna se muestra el nombre asignado a cada gen según nuestra nomenclatura. 
En las columnas dos y tres aparecen los números de acceso de los genes en la base de datos de 
Dictyostelium (DDB o Dictyostelium DataBase) para los genes previstos según los datos de secuencia 
(“Gene predictions from Sequencing centers”) y para los genes validados (“curated models”). 
La columna “Cromosoma” nos informa sobre el cromosoma en que se encuentra el gen. En las 
columnas “exones” e “ intrones” se puede ver el número y el tamaño de los exones e intrones de 
cada gen. A continuación, se indica el número de aminoácidos predichos para la proteína a la que 
daría lugar cada gen y en la última columna el porcentaje de identidad de cada proteína con la 
predicha para el gen original (sig1p1). Toda la información procede de la base de datos genómicos 
de Dictyostelium (http://dictybase.org/). En esta tabla se muestran los genes con mayor homología; 
el resto se pueden ver en el Anexo adjunto al final de la Tesis.
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Nombre DDB (predicción) DDB (validado) Cromosoma
Exones
(nº exon - pb)
Intrones
(nº intrón - pb)
Aminoácidos Identidad con proteínade sig1p1 (%)
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 Con estos datos de identidad se buscó la 
localización exacta en el genoma de cada uno de los 
genes, centrándonos en los que tienen una identidad 
superior al 60%. Gracias a la secuenciación 
completa del genoma de Dictyostelium y a la base 
de datos sobre el proyecto (http://www.dictybase.
org/) se localizó cada uno de los 97 genes.
 Los genes 2, 3, 4, 5, 25 y el propio sig1p1 
forman un pequeño grupo de genes en la misma 
zona del cromosoma 2 con una ordenación en 
tándem (Fig. 5A). En esta misma ﬁgura se puede 
observar la alta identidad que existe entre las 
proteínas codiﬁcadas por estos 6 genes. Los genes 
6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 y 14 también se encuentran 
localizados en el cromosoma 2, y al igual que en 
el caso anterior, con una ordenación en tándem 
(Fig. 5B). En la misma ﬁgura se puede ver la alta 
identidad entre las proteínas codiﬁcadas en esta 
región del cromosoma 2.
En un alineamiento de las proteínas codiﬁcadas 
por los genes de estas dos regiones se puede ver 
la alta identidad que existe entre ellas (Fig. 6). A 
pesar de esto, existen diferencias en la zona C-
terminal, que junto con la distinta localización 
en el cromosoma 2, nos ha servido para clasiﬁcar 
estos genes en dos grupos.
El denominado sig1 Grupo 1 contiene a los genes 
que tienen una identidad mayor al 90% con el 
original sig1p1; esto es, los genes 1, 2, 3, 4, 5 y 25 
(Fig. 5A). Por otro lado, los genes 6, 7, 8, 9, 11, 
12 y 14 se han incluido en lo que hemos llamado 
sig1 Grupo 2 (Fig. 5B) y la identidad entre ellos 
está alrededor del 94%. Aquí, hay que llamar la 
atención sobre dos genes: el 105 y el 10 (Fig. 5). 
El 105 (DDB0217094) se encuentra localizado 
en el cromosoma 2 al lado del sig1p3. A pesar de 
que está en la misma región cromosómica, no lo 
hemos incluido en el llamado Grupo 1 porque la 
identidad con sig1p1 no es tan alta como la del 
resto de los componentes del grupo. Con el gen 10 
(DDB0168488) ocurre algo parecido, está situado 
en la región del Grupo 2 al lado del gen 6, pero 
tampoco lo hemos incluido en el Grupo 2 porque 
su identidad con el resto de los componentes de 
este grupo es de un 64%.
Figura 5. sig1: alineamiento y posición genómica.
 
Una búsqueda informática permitió identificar 15 genes con alta identidad a sig1p1 divididos en dos 
grupos (Grupo 1 y Grupo 2) según su grado de identidad. Los alineamientos de las secuencias de 
proteína predichas, mostrados en la parte superior de los paneles A y B, permiten observar la alta 
identidad que existe entre los miembros de cada grupo, representada como barras (“conservation”). 
Se han representado en verde los aminoácidos conservados en todas las proteínas de cada grupo.
El análisis del genoma de Dictyostelium mostró que tanto los genes del Grupo 1 (A) como los 
del Grupo 2 (B) de sig1 están localizados en el cromosoma 2, presentando sus miembros una 
disposición de repetición en tándem, como se muestra en la parte inferior de los paneles A y B.  Se 
indican las secuencias genómicas (“contigs”) donde se han localizado los genes, y los números de 
acceso DDB (Dictyostelium DataBase) asignados a cada gen estudiado según los modelo validados 
(“curated model”) y los modelos teóricos (“gene predictions for sequencing centers”). Los exones 
se representan como cajas y los intrones como líneas quebradas.
Los alineamientos han sido realizados con el programa Clustal W a través de las herramientas 
bioinformáticas online situadas en el Centro de Computación de la Universidad de San Diego (http://
workbench.sdsc.edu/). Estos alineamientos fueron confirmados a través del programa Clustal X en 
máquina local, y los gráficos fueron realizados con el programa CLC Free WorkBench.  
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La alta identidad observada entre las secuencias 
de las proteínas codiﬁcadas por los miembros de 
cada uno de los grupos también queda reﬂejada 
en su secuencia de nucleótidos. En la Figura 7 se 
presenta un alineamiento de las regiones de DNA 
codiﬁcantes para cada uno de los grupos: Grupo 
1 (Fig. 7A) y Grupo 2 (Fig. 7B). En el caso de 
los miembros del Grupo 1 la identidad entre ellos 
llega al 86%. En el caso del Grupo 2 llega incluso 
al 94%. Cuando se comparan los miembros de los 
dos grupos la identidad es mucho menor, como se 
puede ver en la Figura 8. En ambas ﬁguras, delante 
de la secuencia se indica el nombre (“s1p#_
cDNA”, donde # representa un número natural). 
Evidentemente las secuencias que se muestran no 
corresponden con los cDNAs completos de los 
genes, sino únicamente a las regiones codiﬁcantes 
de los mensajeros. 
En la Tabla 1 podemos ver las características 
principales de los 97 genes que hemos denominado 
sig1. Una de las características más notables de 
estos genes, es que la mayoría de ellos (88 de 97) 
tienen la misma estructura génica: un primer exón 














Figura 6. Alineamiento de las proteínas Sig1.
Las secuencias de proteínas predichas de los genes sig1 fueron comparadas entre sí. La identidad 
entre residuos se representa como barras (“conservation”). Los alineamientos han sido realizados 
con el programa Clustal W a través de las herramientas bioinformáticas online situadas en el Centro 
de Computación de la Universidad de San Diego (http://workbench.sdsc.edu/). Estos alineamientos 
fueron confirmados a través del programa Clustal X en máquina local, y los gráficos fueron 
realizados con el programa CLC Free WorkBench. Se ha representado en verde los aminoácidos 
conservados entre todas las proteínas. Los recuadros en C-terminal indican las zonas usadas para 
sintetizar anticuerpos específicos contra las proteínas de cada uno de los grupos.
no suele pasar de los 100 pb) y un segundo exón. 
Esto sumado al hecho de que muchos de estos 
genes aparecen en grupos de repeticiones en 
tándem nos hace pensar que todos ellos se pueden 
haber originado por sucesivas duplicaciones de un 
gen original.
 Las duplicaciones en el genoma son un 
proceso relativamente frecuente que origina lo 
que se conocen como “familias génicas”. Estas 
familias no son más que un conjunto de genes que 
provienen de la duplicación de un gen ancestral. 
Cuando los genes duplicados y el gen original 
permanecen juntos se dice que hay una duplicación 
en tándem, y generalmente se debe a errores en 
la replicación o recombinación. Por otro lado, 
cuando los duplicados pasan a otros cromosomas, 
se dice que se ha producido una translocación, 
que normalmente se produce si el gen está en 
la cercanía de un transposón. Si la duplicación 
ocurre en el gen entero, la nueva copia puede 
conservar la misma función que el gen original 
y sus actividades serán indistinguibles. En otros 
casos, en función de cuando se haya producido la 
duplicación, las nuevas copias pueden acumular 
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Figura 7. Alineamiento de las zonas codificantes de los genes sig1 de los Grupos 1 y 2.
Las secuencias de nucleótidos de las zonas codificantes predichas para los genes de cada uno de los 
grupos, Grupo 1 (A) y Grupo 2 (B) se muestran alineadas. La identidad entre residuos se representa 
como barras (“conservation”). Los alineamientos han sido realizados con el programa Clustal W 
a través de las herramientas bioinformáticas online situadas en el Centro de Computación de la 
Universidad de San Diego (http://workbench.sdsc.edu/). Estos alineamientos fueron confirmados 
a través del programa Clustal X en máquina local, y los gráficos fueron realizados con el programa 
CLC Free WorkBench. Se ha representado en verde los nucleótidos idénticos en todos los genes.
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Figura 8. Alineamiento conjunto de las zonas codificantes de los genes sig1 Grupo 1 y 
Grupo 2. 
La secuencia de nucleótidos de las zonas codificantes predichas para los genes del Grupo 1 y 
del Grupo 2 se muestran alineadas entre sí. A pesar de su elevada identidad, se encontraron 
diferencias en la zona central (nucleótidos 120 a 160) y en la zona final (nucleótidos 210 a 260) de 
la secuencia. 
La identidad entre residuos se representa como barras (“conservation”). Los alineamientos han 
sido realizados con el programa Clustal W a través de las herramientas bioinformáticas online 
situadas en el Centro de Computación de la Universidad de San Diego (http://workbench.sdsc.
edu/). Estos alineamientos fueron confirmados a través del programa Clustal X en máquina local, y 
los gráficos fueron realizados con el programa CLC Free WorkBench. Se han representado en verde 
los nucleótidos idénticos entre todas las secuencias. 
mutaciones en su secuencia que pueden provocar 
una disminución de la función, la anulación total 
de la función de la proteína que producen o incluso 
originar un gen que codiﬁca una proteína con una 
función totalmente distinta. En el caso de que no 
se produzcan cambios en los genes, y la proteína 
resultante realice la misma función, puede darse el 
caso de que las nuevas copias ejerzan su función 
a tiempos distintos del desarrollo o en distintos 
tipos celulares141. Por ejemplo, en mamíferos, 
algunas proteínas de la familia de las globinas 
se expresan en estadio embrionario, mientras 
que otras están presentes en glóbulos rojos del 
adulto3,153,187,243. Asimismo, diferentes tipos de 
actinas pueden expresarse en células musculares o 
no musculares241. 
También existe la posibilidad de que la copia del 
gen acabe silenciándose a lo largo del tiempo. 
Cuando un gen duplicado acumula tantas 
mutaciones que se imposibilita su función, pero se 
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sigue manteniendo homología con el gen original, 
se habla de pseudogén. Estos genes suelen tener 
la misma estructura que los originales, pero se 
han producido mutaciones que previenen en 
menor o mayor medida la expresión génica. Los 
cambios pueden producirse en las señales que 
inician la transcripción, en las que permiten el 
procesamiento alternativo o en otras que provocan 
una terminación prematura de la traducción. El 
resultado de cualquiera de estos cambios es que 
no se produce la proteína141,281. 
Uno de los casos mas extremos de duplicaciones 
génicas son los “grupos de genes” (“Gene clusters” 
en inglés). Los “gene clusters” pueden ir desde 
una duplicación simple donde al ﬁnal tenemos 
sólo dos copias del gen, hasta la formación de 
enormes regiones en el genoma donde podemos 
llegar a tener cientos de copias del mismo gen 
agrupadas en tándem. Las repeticiones extremas 
que originan decenas o centenares de copias se 
originan en muchas ocasiones cuando hace falta 
que el producto de un gen se produzca en grandes 
cantidades. Ejemplos de este caso sería el del rRNA 
o las histonas. Aunque el ejemplo más conocido de 
un “gene cluster” es el de los genes globinas, cuya 
función principal es la de transportar oxígeno por 
el torrente sanguíneo3,38,141. Los genes sig1 podrían 
por tanto, formar parte de una estructura similar a 
un “gene cluster”, o derivada de él, repartida por el 
genoma cuya función sea asegurar la expresión de 
estos genes a un nivel lo suﬁcientemente elevado 
cuando sean requeridos.
Expresión temporal de sig11
Grupos 1 y 2, así que es probable que dicha sonda 
detecte los RNAs mensajeros de ambos grupos. 
En la ﬁgura 9 se puede ver un Northern-blot de 
las cepas “Wild Type” y srfA- a distintas horas de 
desarrollo (Fig. 9A), y la cuantiﬁcación del mismo 
normalizada en función de los RNA ribosómicos 
(Fig. 9B). Como se puede observar, las diferencias 
de expresión de sig1 entre la cepa WT y la KO son 
evidentes en el estadio de “slug”, reduciéndose 







Figura 9.  Patrón de expresión de los 
genes sig1 a lo largo del desarrollo.
(A)  Se aisló RNA de los distintos estadios de 
desarrollo, incluido el estadio de “slug”, de 
las cepas “Wild Type” (WT) y srfA-, y se hizo 
un análisis de la expresión del mRNA por 
Northern-blot con una sonda que reconoce 
los genes sig1. En la parte superior del 
panel A se indican las horas de desarrollo 
a las que se recogieron los distintos RNAs. 
La zona codificante de los genes sig1 tiene 
un tamaño de unas 340 pares de bases, y el 
tamaño de el rRNA 17S es de 1.9 kb, por lo 
que la banda del mRNA de los genes sig1 
queda por debajo de la correspondiente al 
rRNA 17S.  
(B) Las bandas del Northern fueron 
cuantificadas y normalizadas según la 
cantidad de RNA ribosómico, detectada 
por tinción con Bromuro de etidio (parte 
inferior del panel A). 
 Para determinar la expresión de sig1 a lo 
largo del desarrollo de Dictyostelium se hicieron 
estudios de Northern-blot con una sonda que 
cubre del nucleótido 1 al 190 de la secuencia 
codiﬁcante de sig1p1 (Fig. 7A y 8). Esta zona 
es la de mayor identidad entre los genes de los 
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la expresión prácticamente a la mitad en la cepa 
srfA-. Esto conﬁrma que al menos alguno de los 
genes sig1 es dependiente de SrfA en el estadio 
de “slug”. En la cepa WT podemos ver como la 
expresión comienza a las 10 horas de desarrollo, 
con una fuerte inducción a las 12 horas y una 
bajada desde este momento al ﬁnal del desarrollo. 
Este patrón de expresión estaría en consonancia 
con una posible función de estos genes en las 
fases intermedias del desarrollo, incluyendo el 
estadio de “slug”, estructura que se forma a partir 
de las 15 horas de desarrollo. Así, es posible que 
sea necesaria la acumulación a partir de las 10-
12 horas de desarrollo de los productos de estos 
genes para ejercer una hipotética función en el 
“slug”. Además, este patrón está de acuerdo con 
una posible regulación a través de SrfA según los 
datos de expresión de este factor de transcripción 
descritos previamente67, que demuestran que la 
expresión del mensajero de srfA comienza a las 8 
horas de desarrollo. También existe una correlación 
entre la inducción de la expresión de srfA en el 
“slug”, a través del promotor 270, y la expresión de 
sig1 en este estadio. 
Patrón temporal de expresión de sig1 Grupo 1 
 La sonda usada en los experimentos de 
Northern-blot para detectar sig1 comprende una 
región muy similar entre los genes sig1 de ambos 
grupos, como se comentó anteriormente. Para 
intentar determinar los patrones temporales de 
expresión de forma independiente en cada grupo 
se diseñaron oligonucleótidos especíﬁcos con la 
intención de analizar la expresión de cada uno 
de ellos por RT-PCR. Los estudios por RT-PCR 
muestran que los genes del Grupo 1 presentan 
una expresión basal desde el estadio vegetativo 
con una fuerte inducción a partir de las 12 horas, 
un máximo a las 16 y un descenso posterior (Fig. 
10A). A pesar de la diferencia en la expresión 
basal hasta las 10 horas de desarrollo, el patrón de 
expresión es similar al mostrado en el Northern-
blot para sig1 (Fig. 9A). La expresión en la cepa 
srfA- se muestra en la Figura 10B. En la cepa srfA- 
se observa una fuerte inducción de la expresión a 
las 14 horas, con un pronunciado descenso a partir 
de las 18 horas. Aunque los niveles de expresión 
de las RT-PCR de las cepas WT y srfA- no se 
pueden comparar, el mayor descenso relativo en 
srfA- a partir de la inducción inicial, es similar 
al observado con la sonda para sig1 (Fig. 9). Ya 
que el gen srfA empieza a detectarse a partir de 
las 8 horas de desarrollo67, cabe la posibilidad que 
exista una expresión basal de los genes del Grupo 
1 hasta las 8-10 horas, y a partir de ese momento 
una regulación por parte de SrfA que induzca una 
expresión mucho mayor.
Patrón temporal de expresión de sig1 Grupo 2
 La determinación de la expresión 
temporal se hizo mediante RT-PCR con 
oligonucleótidos especíﬁcos para evitar cualquier 
tipo de interferencia con los genes del Grupo 1. 
Los resultados obtenidos mostraron que los genes 
del Grupo 2 comienzan a expresarse a partir de las 
10 horas de desarrollo con una fuerte inducción a 
partir de las 14 horas (Fig. 11) y con un patrón muy 
similar al obtenido para el Grupo 1. A pesar de 
que no somos capaces de ver expresión en estadio 
vegetativo, no descartamos que al igual que con 
los genes del Grupo 1 haya una expresión basal 
desde las 0 horas hasta que se produce la fuerte 
inducción una vez que se ha entrado en el estadio 
de “mound” (10-12 horas). Se ha comprobado 
por secuenciación que las bandas inferiores 
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Figura 10. Análisis semicuantitativo de la expresión de sig1 Grupo 1 por RT-PCR.  
(A) Se obtuvieron RNAs de la cepa “Wild Type” AX4, en crecimiento (0h) y a distintos tiempos de 
desarrollo (2-24h), que fueron usados para realizar RT-PCR con oligonucleótidos específicos del 
Grupo 1 de sig1. La secuencia ampliada a partir de los mRNAs del grupo 1 tiene un tamaño de 
240 pb, mientras que la secuencia control, RNA ribosómico mitocondrial, de 320 pb. Las bandas 
obtenidas fueron cuantificadas, normalizadas con los valores control y representadas en gráfico de 
barras, asignando el valor de 100% a la muestra con máxima expresión (16h).  
(B) Se obtuvieron RNAs de la cepa srfA-, en crecimiento (0h) y a distintos tiempos de desarrollo 
(2-26h), que fueron usados para realizar RT-PCR con oligonucleótidos específicos del Grupo 1 de 
sig1. La secuencia ampliada a partir de los mRNAs del Grupo 1 tiene un tamaño de 240 pb, mientras 
que la secuencia control, RNA ribosómico mitocondrial, de 320 pb. Las bandas obtenidas fueron 
cuantificadas, normalizadas con los valores control y representadas en gráfico de barras, asignando 
el valor de 100% a la muestra con máxima expresión (14h).  
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Figura 11. Análisis semicuan-
titativo de la expresión de sig1 
Grupo 2 por RT-PCR.
Se aisló RNA de células AX4 en 
crecimiento (0h) o en diversos 
estadios de desarrollo (2-24h), que 
fueron utilizados para determinar el 
patrón temporal de expresión de los 
genes del Grupo 2 de sig1 por RT-
PCR. Las bandas correspondientes 
a la amplificación del RNA control 
(320 pb) y del mensajero de los 
genes del Grupo 2 (240 pb) se 
indican en la figura.  Las bandas 
obtenidas fueron cuantificadas, 
normalizadas con los valores 
control y representadas en gráfico 
de barras, asignando el valor de 
100% a la muestra con máxima 
expresión (14h).
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Expresión espacial de sig12
 La misma región que se usó anteriormente 
como sonda para los estudios de Northern-blot fue 
utilizada para determinar por hibridación in situ 
en qué tipos celulares (pre-espora o pre-tallo) se 
expresa sig1. Al igual que en el caso anterior, y 
debido a la alta identidad entre los dos grupos, es 
probable que estemos detectando los mensajeros 
correspondientes a los dos grupos de genes. Se 
utilizó como control la hibridación con sondas 
especíﬁcas para genes marcadores de pre-tallo 
y pre-espora (ecmA y cotB respectivamente). En 
la Figura 12 se puede ver como estructuras WT 
de unas 15 horas de desarrollo hibridadas con la 
sonda de sig1 muestran un patrón de expresión 
en la zona de pre-espora (Fig. 12A, 12B y 12C) 
similar al obtenido con la sonda control de cotB 
(Fig. 12D). Evidentemente, y aunque no parece 
haber expresión en la zona pre-tallo como la 
detectada en las estructuras control de ecmA (Fig. 
12E), no podemos descartar un bajo nivel de 
expresión, no detectable con esta técnica, en este 
grupo de células.
Expresión espacial de sig1 Grupo 2
 Debido a que las hibridaciones in situ se 
hicieron con una sonda capaz de detectar ambos 
grupos, se realizaron experimentos para determinar 
si era posible detectar la actividad promotora de los 
genes del Grupo 2 mediante construcciones con 
el gen lacZ. Se usó para ello el promotor del gen 
sig1p6 (1.7 Kb). Se escogió esta zona porque es la 
mayor secuencia intergénica entre los miembros 
del Grupo 2 (Fig. 5B). En estos experimentos se 
ha usado una forma de β-galactosidasa de vida 
media corta, que proporciona una información 
mucho más precisa de los patrones temporales de 
expresión, debido a que la proteína no permanece 
tanto tiempo en las células como la β-galactosidasa 







Figura 12. Hibridaciones in situ de los 
genes sig1.
Estructuras de 15 horas de desarrollo 
fueron recolectadas y tratadas para su 
fijación y permeabilización. Se incubaron 
posteriormente con una sonda específica de 
sig1 para determinar la localización espacial 
de los mensajeros de estos genes (paneles 
A, B, C). Se usaron dos sondas control: cotB 
(específica de pre-espora)(panel D) y ecmA 
(específica de pre-tallo)(panel E). 
pueden proporcionar información incorrecta sobre 
el periodo de activación transcripcional del gen. 
Estas construcciones fueron transformadas en 
células WT AX4 y teñidas con una solución de X-
Gal para determinar la expresión de lacZ. A pesar 
de haber realizado distintas transformaciones, no 
se observó tinción alguna en estructuras a ninguno 
de los tiempos de desarrollo ensayados. Así, no 
fuimos capaces de determinar en que tipo celular 
se están expresando los genes del Grupo 2 durante 
el desarrollo de Dictyostelium discoideum. Este 
resultado indicaría que el promotor para el gen 
sig1p6 no se encuentra dentro de la zona clonada 
en el vector, y nos hace pensar en una regulación 
común para todos los genes del grupo a partir de 
un único promotor común o en algún elemento 
activador de la transcripción que no se encuentre en 
esta zona. En un artículo publicado recientemente, 
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William Loomis demuestra que al menos el 
componente sig1p12 del Grupo 2 se expresa de 
forma diferencial en la zona de pre-tallo109.
Estudio de la expresión de las 
proteínas Sig1 mediante el uso 
de anticuerpos especíﬁcos
3
 Las diferencias en la zona C-terminal 
de las proteínas (Fig. 6) sirvieron para sintetizar 
anticuerpos especíﬁcos contra cada uno de 
los grupos. Para ello la compañía Genosphere 
Biotechnologies (http://www.genosphere-biotech.
com/) sintetizó péptidos de cada uno de los dos 
grupos (secuencia recuadrada en la Figura 6) que 
posteriormente fueron usados como antígenos 
para generar anticuerpos. 
Estudios de Western-blot con el anticuerpo contra 
las proteínas del Grupo 1 no detectaron ninguna 
banda correspondiente a la proteína Sig1p1 a 
pesar de haber realizado ensayos a distintos 
tiempos de desarrollo. Durante los experimentos 
de Western-blot, uno de los factores que afecta de 
manera notable en el proceso de transferencia de 
las proteínas del gel de acrilamida a la membrana 
de PVDF es el pH del tampón de transferencia. 
Proteínas con pIs superiores al pH del tampón se 
transferirán de manera poco eﬁciente llegando 
incluso a quedar retenidas en el gel. Por ello, 
los tampones de transferencia típicos tienen 
un pH alrededor de 7 ya que la mayoría de las 
proteínas se transﬁeren bien a este pH. Estudios 
informáticos de predicción del pI de nuestras 
pequeñas proteínas les asignan un valor pI de 8.3. 
Así, el uso de tampones con un pH inferior a 8.3 
implicaría que las proteínas de sig1 Grupo 1 no 
se estarían transﬁriendo a la membrana para su 
posterior detección con anticuerpos. Para mejorar 
la transferencia se usaron tampones con pH 10, y 
se repitieron los experimentos de Western-blot. 
Con este nuevo tampón la cantidad de proteínas 
transferidas a las membranas era mucho mayor, 
aumentando de forma importante el número de 
bandas de bajo peso molecular que se ven en las 
tinciones de Rojo Ponceau. A pesar de esto, no se 
observaron bandas en la zona del gel alrededor 
de los 10 kDa, que es donde deberían aparecer 
las proteínas del Grupo 1. Sin embargo, si que 
se detectaron bandas en zonas de mayor peso 
molecular (datos no mostrados).
Se realizaron estudios bioinformáticos para 
determinar si existían posibles lugares de 
modiﬁcaciones post-traduccionales que pudieran 
estar afectando el patrón teórico de migración 
en el gel. Gracias a las herramientas existentes 
en la pagina web del Instituto Europeo de 
Bioinformática (EBI, http://www.ebi.ac.uk/) 
se determinaron varios posibles sitios de N-
glicosilación y N-miristoilación. Para la N-
glicosilación se encontraron dos posibles sitios: 
aminoácidos 21 y 27. La miristoilación era 
posible en 14 aminoácidos: 5, 41, 42, 43, 47, 48, 
51, 54, 55, 59, 65, 76, 81 y 82. La glucosilación 
o glicosilación es el proceso por el que grupos 
glucídicos son unidos a las proteínas mediante 
enlaces covalentes. Se glicosilan algunas proteínas 
que van a ser secretadas o cuyo destino es formar 
parte integral de la membrana plasmática. Este 
proceso de glicosilación, que es iniciado en el 
retículo endoplásmico y termina en el Golgi, hace 
que el peso molecular real de una proteína diﬁera 
del peso molecular teórico y tiene como funciones 
más importantes la estabilización conformacional 
de la proteína, aumentar su resistencia a la digestión 
por proteasas, aumentar su solubilidad en medio 
acuoso e incluso generar la estructura necesaria para 
su reconocimiento por parte de receptores u otras 
proteínas. La miristoilación consiste en la adición 
de grupos miristilo a la proteína. La adición de 
estos grupos permite que la proteína pueda anclarse 
a una membrana lipídica, posibilitando la cercanía 
de determinadas proteínas a los receptores de la 
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célula para actuar como intermediarios en las rutas 
de señalización que llevan un mensaje extracelular 
hasta el interior de la célula. Un caso típico de 
proteínas miristoiladas son las proteínas G4. Estas 
modiﬁcaciones podrían estar alterando el patrón 
de migración teórico, presentando las proteínas 
del Grupo 1 una movilidad electroforética menor 
de la esperada.
 Los estudios de expresión mediante 
Western-blot con el anticuerpo correspondiente 
al Grupo 2 tampoco detectaron proteínas con 
un peso molecular inferior a 10 kDa (el tamaño 
estimado para las proteínas del grupo 2 oscila 
entre 8-9 kDa). Al igual que en el caso anterior, 
se detectaron varias bandas de mayor peso 
molecular (entre 10 y 15 kDa) con  un patrón de 
expresión similar al mostrado por las RT-PCR 
(datos no mostrados). Existe la posibilidad de que 
existan modiﬁcaciones post-traduccionales en las 
proteínas del Grupo 2 que estén alterando el peso 
molecular teórico, migrando como proteínas de 
mayor tamaño y apareciendo a pesos moleculares 
mayores. Como en el caso anterior, se realizaron 
estudios bioinformáticos para determinar si 
existían posibles lugares de modiﬁcaciones 
post-traduccionales. Se determinaron 2 posibles 
sitios de N-glicosilación (aminoácidos 21 y 27) 
y 11 sitios de N-miristoilación (aminoácidos 11, 
39, 40, 49, 52, 57, 63, 67, 71, 75 y 78). Por lo 
tanto, es posible que las proteínas del Grupo 2 
sufran modiﬁcaciones post-traduccionales, y que 
las bandas que se detectan entre 10 y 15 kDa 
correspondan realmente a estas proteínas. Sin 
embargo, no tenemos datos experimentales para 
conﬁrmar esta posibilidad. El hecho de que las 
glicosilaciones se presenten en moléculas que 
van a ser secretadas, junto con el pequeño tamaño 
de nuestras proteínas, sería compatible con un 
posible papel como moléculas de señalización 
intercelular.  
Estudio de la función de sig14
RNAi de sig1
 Una de las aproximaciones clásicas 
para determinar la función de un gen es generar 
una cepa donde se elimine la expresión del gen 
y en consecuencia se impida la generación de 
su proteína. En Dictyostelium la generación de 
cepas deﬁcientes en un gen (cepas “Knock Out” 
o KO) es relativamente sencilla debido a que este 
organismo es haploide y posee una alta eﬁciencia 
de recombinación homóloga. Sin embargo, en 
este caso nos encontramos con el problema de la 
existencia de numerosos genes con una identidad 
muy alta y distribuidos en varias zonas de distintos 
cromosomas. Debido a la imposibilidad de hacer 
un KO que asegurase la falta de expresión de 
todos los genes sig1, se decidió usar inicialmente 
la técnica de RNAi. 
 Muchos organismos poseen sistemas de 
defensa contra material genético extraño, en forma 
de RNA o DNA, dirigida a evitar que este material 
se integre en su genoma y/o sea capaz de alterar 
los procesos celulares. En muchos casos, estos 
mecanismos de defensa se basan en la detección y 
eliminación de moléculas de RNA de doble cadena 
(dsRNA)167. La vía de RNAi es un mecanismo 
natural descubierto en los años 9077,178,212 que se 
activa cuando la célula detecta moléculas de 
dsRNA exógeno y cuyo principal objetivo es la 
eliminación de este material genético extraño. El 
mecanismo de actuación de la vía RNAi se puede 
ver en la Figura 13. Cuando un RNA de doble 
cadena (dsRNA) entra en la célula, es cortado 
en fragmentos de entre 21-23 nucleótidos por la 
endonucleasa DICER. Estos pequeños fragmentos 
de 21nt de dsRNA se conocen como pequeños 
RNAs interferentes (siRNAs en sus siglas en 















Figura 13. Mecanismo de RNAi.
La maquinaria de RNAi permite la inactivación de genes específicos gracias a la degradación de 
sus RNA mensajeros. Cuando una molécula de RNA de doble cadena (dsRNA) es procesada por 
la proteína DICER, se generan pequeños fragmentos de dsRNA de entre 21 y 23 nucleótidos, que 
pasan a ser moléculas de RNA de cadena simple (ssRNA) con la capacidad de unirse, mediante 
hibridación, a moléculas de mRNA que sean complementarias. A partir de aquí se pueden generar 
más RNA de doble cadena gracias a la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP), que volverán 
a ser sustrato de DICER, empezando de nuevo el ciclo. Por otro lado, la unión de un pequeño 
fragmento de ssRNA al mensajero, provoca la formación del complejo RISC, que es capaz de cortar 
el mensajero gracias a su capacidad endonucleasa. El mensajero cortado es posteriormente 
degradado por distintas exonucleasas. El complejo RISC junto con el ssRNA de 21 nucleótidos es 
capaz de unirse a otros mensajeros y degradarlos. De esta manera, y mediante este sistema que se 
automantiene y amplifica, podemos bloquear la expresión de un gen eliminando sus mRNA. 
siRNAs de cadena sencilla sirven como sustrato 
para dos posibles reacciones. Por un lado pueden 
servir como sustrato para la RNA polimerasa 
dependiente de RNA (RdRP en sus siglas en inglés) 
que se encarga de fabricar más cantidad de dsRNA 
tomando como molde el mRNA complementario a 
los pequeños siRNAs de cadena simple. Este nuevo 
conjunto de moléculas de dsRNA sirve otra vez 
como sustrato de la enzima DICER comenzando 
de nuevo el ciclo. Por otro lado, los pequeños 
siRNAs de cadena simple pueden servir como 
sustrato para que el complejo RISC reconozca el 
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mensajero que se quiere eliminar y lo corte. Este 
mensajero será posteriormente degradado por 
distintas exonucleasas que están en el citoplasma 
celular. Además, el complejo RISC junto con el 
siRNA de cadena sencilla es capaz de encontrar 
más mensajeros y seguir degradándolos. De 
esta manera se consigue que cualquier molécula 
de dsRNA que entre en la célula sea degradada. 
Sin embargo, lo más útil desde el punto de vista 
experimental es que este mecanismo también es 
capaz de eliminar moléculas de mRNA endógeno. 
Los primeros experimentos donde se usaron 
moléculas de dsRNA para provocar de forma 
dirigida una interferencia génica se realizaron en 
Caenorhabditis elegans77. Posteriormente se vio 
que este mecanismo celular también podía ser 
usado en Drosophila13,222, plantas76 y hongos40. 
En el año 2002 apareció la primera evidencia de 
la existencia de los componentes de la vía RNAi 
en Dictyostelium discoideum159. Hoy en día la 
expresión de RNAs interferentes se ha convertido 
en una técnica muy usada en organismos donde la 
eliminación tradicional de un gen se convierte en 
un problema100,166,167,228,250.
 Debido a la imposibilidad de generar una 
cepa KO para un conjunto de genes tan grande y 
a que esta técnica se ha usado anteriormente para 
eliminar la expresión de familias génicas221, se 
optó por disminuir la expresión de sig1 mediante 
RNAi. El alineamiento de las zonas codiﬁcantes 
de ambos grupos (Fig. 8), muestra zonas en 
la parte N-terminal donde la identidad es muy 
alta y donde la enzima DICER podría generar 
fragmentos de 21nt para interferir en la expresión 
de los genes de los dos grupos simultáneamente. 
Con esta idea, se hicieron construcciones donde el 
promotor de actina 15, que se expresa en células 
en crecimiento y a lo largo de todo el desarrollo de 
Dictyostelium, controla la expresión de 2 copias 
del exón 2 del gen sig1p3 colocadas de manera 
inversa y separadas por una secuencia denominada 
“stuffer”, con el ﬁn de permitir que las dos copias 
del gen, una vez transcritas, puedan hibridar entre 
sí para formar una estructura de RNA de doble 
cadena (dsRNA) (Fig. 14A). Esta construcción 
debería generar dsRNAs suﬁcientes para que la 
maquinaria celular de RNAi comience a funcionar 
y se eliminen todos los mRNA que contengan la 
secuencia establecida o secuencias parecidas. 
Como se mencionaba anteriormente, esta 
estrategia asegura la interferencia génica contra 
los miembros del Grupo 1 porque la secuencia 
que hemos usado para generar los dsRNA es la 
del gen sig1p3. Sin embargo, los fragmentos de 
21nt generados por la enzima DICER y que serán 
usados posteriormente por RISC para degradar 
mensajeros que contengan esta secuencia, podrían 
hibridar con los mensajeros del Grupo 2 dada la alta 
identidad entre las zonas codiﬁcantes en la parte 
N-terminal de los miembros de los dos grupos. Por 
lo tanto puede verse afectada la expresión tanto 
de los miembros del Grupo 1 como de los del 
Grupo 2.
Células de las cepas Wild Type AX2 y AX4 
fueron electroporadas con la construcción RNAi, 
aislándose  posteriormente varios clones por 
selección con Neomicina, en los que se conﬁrmó 
la existencia de la construcción mediante PCR. 
Para determinar si el mecanismo de RNAi había 
funcionado, se estudió la expresión de este gen 
a distintos estadios de desarrollo por Northern-
blot (Fig. 14B). No se detectó la presencia de la 
banda correspondiente al mRNA de sig1 (señalada 
con una ﬂecha), presente en las cepas WT y 
srfA-, en ninguno de los clones de RNAi (1 y 6). Sin 
embargo, en estos clones aparece una banda con 
un tamaño ligeramente mayor que podría deberse 
a la expresión de la propia construcción de RNAi. 
Para determinar si esta hipótesis era correcta 
se diseñó una sonda de la zona “separadora” 
(“stuffer”) para realizar estudios de Northern-
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Figura 14. Inhibición de la expresión de sig1 por RNAi.
(A) En la parte izquierda se muestra la estructura de los genes sig1, indicando los exones 1 y 2 como 
cajas. El exón 2 del gen sig1p3 se usó para hacer las construcciones de RNAi. Una copia de este 
exón y su copia reversa complementaria se colocaron, separadas por un fragmento de DNA, en un 
vector con el promotor de actina 15 (parte derecha del panel A). La expresión de la construcción 
origina fragmentos de RNA con la capacidad de hibridar consigo mismo por la zona del exón y 
formar estructuras de RNA de doble cadena.
(B) RNAs de las cepas AX4, srfA-, y dos clones distintos de RNAi (clones 1 y 6) fueron recogidos 
a las horas de desarrollo indicadas para determinar los niveles de expresión de sig1 mediante 
Northern-Blot. La flecha indica la posición de la banda del mensajero endógeno. La parte inferior 
del panel muestra una tinción del gel de agarosa con Bromuro de etidio, utilizado como control de 
carga. 
construcción entera (datos no mostrados).
Los clones de RNAi fueron sometidos a diversos 
estudios fenotípicos para determinar si existía algún 
defecto asociado a la posible falta de expresión 
del gen. El desarrollo en ﬁ ltro de nitrocelulosa 
con tampón PDF, el crecimiento en placas SM 
con bacterias Klebsiella aerogenes, la formación 
de esporas y la germinación de las mismas fueron 
estudiados con detenimiento. Todos estos procesos 
se desarrollaron sin alteraciones destacables. 
El uso de los anticuerpos contra las proteínas 
de los Grupos 1 y 2 no generó resultados claros 
en estudios de Western-blot, como se indicó 
anteriormente. Por tanto, no pudimos establecer 
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si en la cepa RNAi se produce proteína a partir 
de los genes sig1. Además de no poder aclarar de 
forma fehaciente la existencia de proteína, cabe 
la posibilidad de que se esté sintetizando una 
proteína quimérica a partir del exón 2 que hemos 
usado para la construcción de RNAi. Parte de 
los RNAs que se sintetizan para formar dsRNA, 
podrían no formar estas estructuras y entrar en 
los ribosomas para comenzar la traducción. Por 
otra parte, sabemos que en la secuencia del exón 
2 usada para la construcción falta el codón ﬁnal 
correspondiente al STOP, pero que dentro de la 
secuencia separadora o “stuffer” si existe una señal 
de STOP, 51 pares de bases después del sitio de 
restricción usado para unir el exón 2 y el “stuffer”. 
Así, podría estar expresándose la mayor parte de la 
proteína sig1 a partir de la construcción de RNAi 
aunque hubiéramos sido capaces de eliminar el 
mensajero endógeno.
Sobre-expresión de sig1 Grupo 1
 Debido a que los estudios de RNAi no 
arrojaron luz sobre la posible función de sig1, se 
intentó la sobre-expresión de uno de los genes del 
Grupo 1. Para ello, la región de DNA codiﬁcante 
del gen sig1p4 fue introducida en el vector de 
expresión de Dictyostelium pDXA-HC que dirige 
la expresión del gen a través de un promotor de 
actina 15, que se expresa en células en crecimiento 
y a lo largo de todo el desarrollo. Estudios de 
Northern-blot conﬁrmaron la sobre-expresión del 
gen (Fig. 15A). La banda de mensajero endógeno 
en las cepas de sobre-expresión no se detecta 
con claridad por Northern-blot, pero esto podría 
deberse a que la sonda está preferentemente unida 
al mensajero sobre-expresado o a que la banda 
endógena es ocultada por la gran cantidad de 
mensajero exógeno.
Los anticuerpos generados para este grupo se 
usaron para analizar la expresión por Western-
blot. En dos de los clones de sobre-expresión 
(números 2 y 4) aparecía una banda entre 10 y 
15 kDa que apenas es visible en la cepa WT (Fig. 
15B). Sin embargo, las proteínas de sig1 tienen 89 
aminoácidos por lo que su peso molecular teórico 
debe estar entre 8 y 9 kDa. No hemos encontrado 
banda alguna alrededor de estos pesos moleculares. 
A pesar de esto, existiría la posibilidad de que las 
proteínas migraran con un peso molecular de entre 
10 y 15 kDa debido a posibles modiﬁcaciones 
post-traduccionales, como se ha discutido 
anteriormente.
Lamentablemente, y al igual que en el caso de la 
cepa RNAi, no se observó diferencia fenotípica 
alguna entre la cepa WT y los clones de sobre-
expresión.
Generación de una cepa Knock Out para sig1 
Grupo 1
 Debido a que ni la sobre-expresión ni 
la técnica de RNAi nos habían ayudado en la 
determinación de la función de este grupo de genes, 
se hicieron las construcciones necesarias para la 
obtención de una cepa KO por recombinación 
homóloga. En la Figura 16A se puede ver la zona 
del cromosoma 2 que contiene los seis genes del 
Grupo 1 y que fue eliminada por recombinación 
homóloga. Además de los seis genes del Grupo 1 
(genes 1, 2, 3, 4, 5 y 25) también se eliminó el 
gen situado a la derecha del 3: DDB0217094, 
correspondiente al gen que hemos denominado 
sig1p105. La búsqueda de clones KO entre los 
transformantes se realizó con oligonucleótidos 
especíﬁcos que ampliﬁcan 400 pares de bases 
entre los genes sig1p5 y sig1p25. Solamente se 
encontró un clon resistente a blasticidina y que no 
daba lugar a la ampliﬁcación de este fragmento 
de DNA (datos no mostrados); mediante RT-
PCR se conﬁrmó que no se estaban expresando 
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Figura 15. Análisis de la expresión de los genes sig1 Grupo 1 en las cepas de sobre-
expresión.
(A) RNAs de las cepas AX4, srfA- y los clones 1 y 6 de una cepa de sobre-expresión de uno de los 
genes del Grupo 1 de sig1 (sig1p4), fueron aislados a partir de estructuras en desarrollo a las horas 
indicadas. Los RNAs se usaron en experimentos de Northern-Blot utilizando una sonda específica 
para los genes sig1. La flecha indica la posición del mensajero endógeno. El panel inferior muestra 
la tinción del gel con Bromuro de Etidio, usada como control de carga.
(B) Extractos totales de células creciendo en HL-5 de las cepas AX4 y los clones de sobre-expresión 
2, 4 y 11 fueron analizados por Western-Blot, utilizando anticuerpos específicos para las proteínas 
sig1 del Grupo 1. A la izquierda del panel B se indica la posición de los marcadores de peso 
molecular de 10 y 15 kDa.  
Una vez aislada la cepa KO se realizaron todos 
los estudios fenotípicos pertinentes. Debido a 
que este grupo de genes se habían aislado de una 
genoteca substractiva de “slugs”, lo primero que 
estudiamos fue la capacidad de la cepa KO para 
migrar hacía un foco de luz lateral. No se observó 
ninguna diferencia en la migración entre la cepa 
KO y la WT (Fig. 16C). Los “slugs” de la cepa 
KO migraban la misma distancia y en el mismo 
tiempo que la cepa WT, y la morfología era similar 
(Fig. 16C). Se hicieron otros estudios fenotípicos: 
crecimiento en HL-5, crecimiento en placas SM 
con Klebsiella aerogenes, desarrollo en ﬁltro con 
tampón PDF, formación y germinación de esporas. 
No se observaron diferencias entre la cepa KO y la 
WT. 
La ausencia de fenotipo en las cepas RNAi, sobre-
expresión y KOs, no nos permitió establecer una 
función molecular para los genes sig1 Grupo 1. 
Es posible que exista una redundancia funcional 
con los otros genes descritos en la Tabla 1, dada 
su alta homología, o quizás las consecuencias 
fenotípicas no son apreciables en las condiciones 
experimentales que hemos usado. 
Generación de una cepa Knock Out para sig1 
Grupo 2
 Al igual que en el caso del Grupo 1, se 
eliminó por recombinación homóloga toda la zona 
genómica que contiene estos genes (Fig. 17A). 
Después de la transformación con la construcción 
para realizar el KO, se seleccionaron varios clones 
y se conﬁrmó la interrupción de este grupo de 
genes por PCR (datos no mostrados). Algunos 
de los clones positivos fueron crecidos y la falta 
de expresión de los genes de sig1 Grupo 2 fue 
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Figura 16. Generación de una cepa en la que se han eliminado los genes sig1 Grupo 1.
 
(A) Esquema de la región del cromosoma 2 que contiene los genes sig1 Grupo 1. Se indican las 
secuencias genómicas (“contigs”) donde se han localizado los genes, y los números de acceso 
DDB (Dictyostelium DataBase) para cada gen estudiado según los modelos validados (“curated 
model”) y los modelos teóricos (“gene predictions for sequencing centers”). En la parte inferior 
del panel A, se indica, mediante una llave, la región eliminada por recombinación homóloga.
(B) Se aislaron RNAs de las cepas AX4 y KO a las horas de desarrollo indicadas para determinar la 
expresión de los genes del Grupo 1 por RT-PCR. La banda control tiene 320 pb y la correspondiente 
al mensajero de los genes sig1 Grupo 1 240 pb. Los carriles marcados “con RT” corresponden con 
las muestras procesadas con retrotranscriptasa, mientras que los marcados “sin RT” corresponden 
a las muestras procesadas de la misma forma que las anteriores pero sin retrotranscriptasa. 
(C) Estudio de migración de slugs bajo una fuente de luz direccional. Células de las cepas WT 
(AX4) o KO sig1 Grupo 1 se colocaron en placas de  agar-agua (en el extremo derecho de la figura) 
y se dejaron migrar durante 2 días hacia un foco de luz situado al lado izquierdo (indicado con una 
bombilla). Se muestran fotografías solapantes de las diferentes regiones del filtro.
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Figura 17. Generación de una cepa “Knock Out” para el Grupo 2 de sig1.
(A) Esquema de la región del cromosoma 2 que contiene a los genes sig1 del Grupo 2, así como a 
DDB0216917 y DDB0168497, muy similares entre sí. La zona genómica eliminada se indica con una 
llave, e incluye todos los genes del Grupo 2 y DDB0216917. 
(B) La expresión de los genes del Grupo 2 en la cepa WT y en los posibles KO, fue analizada 
mediante RT-PCR de RNAs de 16 horas de desarrollo. Se usaron dos clones distintos de la cepa 
Knock Out (KO12 y KO20). La banda correspondiente a la amplificación del RNA control (320 
pb) y la correspondiente al mensajero de los genes del Grupo 2 (240 pb) se indican con flechas. 
Los carriles marcados “con RT” corresponden a las muestras procesadas con retrotranscriptasa, 
mientras que los marcados “sin RT” corresponden a las muestras control, procesadas de la misma 
forma pero sin retrotranscriptasa.
conﬁrmada por RT-PCR utilizando RNAs de 
estructuras recogidas a las 16 horas de desarrollo 
y oligonucleótidos especíﬁcos (Fig. 17B). Para 
conﬁrmar la falta de proteína en esta cepa KO 
se hicieron Western-blot con los anticuerpos 
especíﬁcos para el Grupo 2. No se logró identiﬁcar 
con certeza la banda correspondiente a estas 
proteínas.  
Se hicieron distintos estudios fenotípicos con 
varios clones de la cepa KO. El desarrollo en ﬁltros 
era comparable a la cepa control incluso a baja 
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densidad, donde podrían verse más acentuados 
cualquier posible defecto generado por problemas 
en agregación o adhesión (Fig. 18A). La migración 
y morfología de los “slugs” de los clones de la 
cepa KO resultó ser igual que la de los controles 
(Fig. 18B).  Además, la germinación de esporas y 
el crecimiento en HL-5 fue también normal. 




KO sig1 G2 Clon 12
KO sig1 G2 Clon 20
Sentido del movimiento
Figura 18. Desarrollo en filtro y migración de los “slugs” de la cepa KO para sig1 Grupo 2. 
(A) Células de las cepas AX4 y KO sig1 Grupo 2 se colocaron en filtros de nitrocelulosa para inducir 
la fase de desarrollo. Las fotos fueron tomadas a 21 horas de desarrollo. 
(B) Células AX4 y KO fueron colocadas en la parte derecha de las placas, tal y como se representa 
en las fotografías, y se desarrollaron en presencia de una fuente de luz direccional proveniente de 
la izquierda (indicado por una bombilla). Las fotografías mostrando la migración de los “slugs”, se 
tomaron dos días después. 
Encontramos sin embargo, que la cepa KO 
presentaba diferencias con la WT en las zonas 
de crecimiento que aparecen en placas de SM 
con Klebsiella aerogenes. Éstas, eran menores 
en la cepa KO que en la WT, como se puede 
ver en la Figura 19, y se conﬁrmó en tres clones 
independientes (clones 12, 14 y 20) frente a 
dos controles WT de transformación (clones 3 
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AX4 Control 3 Control 18
KO 12 KO 14 KO 20
Zona de
crecimiento
Figura 19. Crecimiento de la cepa KO para sig1 Grupo 2 y de la cepa WT, en placas SM con 
Klebsiella aerogenes.
Células WT (AX4 y clones control 3 y 18) y células KO para sig1 Grupo 2 (clones 12, 14, 20)  se 
mezclaron con Klebsiella aerogenes y se extendieron en placas SM para observar su crecimiento. 
Los clones control 3 y 18 fueron obtenidos de la transformación con el vector KO para los genes del 
Grupo 2, pero no habían sufrido recombinación homóloga. La zona de crecimiento de las células 
AX4, en la que se observa la desaparición de las bacterias pero en la que aún no se han formado 
estructuras de desarrollo, se indica con una llave.
y 18) (Fig. 19). Las zonas de crecimiento están 
formadas por células de Dictyostelium que están 
alimentándose de bacterias y por lo tanto tienen 
inhibido el proceso de inicio del desarrollo 
pluricelular. Existía la posibilidad de que el 
mutante presentara defectos en los mecanismos 
de inhibición del desarrollo en presencia de 
bacterias ya que se observan, además, estructuras 
en desarrollo en  estas zonas de crecimiento. Una 
de las moléculas que las células de Dictyostelium 
pueden usar como quimioatrayente y que inhibe la 
entrada en desarrollo es el ácido fólico secretado 
por las bacterias. Por lo tanto el mutante podría 
tener algún problema en detectar que se encuentra 
en una zona llena de bacterias de las que puede 
alimentarse, entrando en desarrollo cuando no es 
necesario.  Para conﬁrmar esta hipótesis se hicieron 
experimentos de desarrollo de células sumergidas 
en PDF. En estas condiciones, las células 
comienzan a agregar para entrar en desarrollo 
pluricelular. La adición de folato a estas 
placas impide la entrada en desarrollo debido 
a que las células reciben esta señal como un 
indicador de la existencia de bacterias de las 
que alimentarse190. Se estudió la agregación 
de células de Dictyostelium de las cepas WT y 
KO en presencia de distintas concentraciones 
de folato (Fig. 20). Concentraciones de folato 
superiores a 5 mM inhibieron la agregación en 
células WT. Las células de la cepa KO fueron 
capaces de agregar a concentración de folato 
5 mM, e incluso de iniciar la agregación a 10 mM 
(Fig. 20). Esta insensibilidad parcial al folato, 
indicaría que las proteínas sig1 Grupo 2 podrían 
estar involucradas en los mecanismos encargados 
de detectar la cantidad de folato externo y en 
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Figura 20. Agregación celular en 
presencia de folato de la cepa KO para 
sig1 Grupo 2.
 
Células de las cepas AX4 y del clon 12 de la 
cepa KO (KO12) se incubaron en presencia 
de distintas concentraciones de folato en 
agua (0-10 mM). La formación de agregados 
celulares fue analizada por microscopía al 
cabo de 24 horas de incubación.  
la regulación de la entrada en desarrollo. Sin 
embargo, existen argumentos en contra de esta 
hipótesis. Por un lado, no somos capaces de 
detectar RNA mensajero para estas proteínas en 
estado vegetativo o en tiempos tempranos, que 
es cuando juega un papel importante la detección 
del folato. Por otro lado, al generar la cepa KO se 
ha eliminado una región del cromosoma 2 donde 
además de los genes sig1 existe una “hipotética 
oxidorreductasa” (DDB0216917 en la Fig. 17A), 
por lo que no podemos descartar que el fenotipo 
de insensibilización al folato pueda deberse a la 
falta de este gen, a pesar de que existe otro gen 
(DDB0168497) que codiﬁca una proteína muy 
similar y que se mantiene en las cepas KO (Fig. 
17A).
En la base de datos de Dictyostelium existe 
información, obtenida a través de “microarrays”, 
acerca de los niveles de expresión de muchos 
genes a lo largo del desarrollo. La expresión para 
esta hipotética oxidorreductasa es especialmente 
elevada en estadio de crecimiento vegetativo 
(http://dictybase.org/db/cgi-bin/gene_page.
pl?dictybaseid=ddb0216917), que es cuando 
el mecanismo de detección de folato ejerce su 
función. La búsqueda informática de dominios 
funcionales en esta proteína detecta la existencia 
de un dominio de la familia de las deshidrogenasas 
de cadena corta, y más especíﬁcamente un 
dominio Glucosa Deshidrogenasa. La familia 
de las deshidrogenasas/reductasas de cadena 
corta es un grupo muy amplio de enzimas 
oxidorreductasas, como la alcohol deshidrogenasa 
de Drosophila, primer miembro aislado de esta 
familia. Generalmente poseen dos dominios en su 
secuencia: un dominio de unión al cofactor (NAD 
por ejemplo) y un dominio de unión al substrato, 
que proporciona la especiﬁcidad y varía entre los 
miembros de la familia. Dentro de la búsqueda 
de dominios funcionales para esta proteína, y 
especíﬁcamente dentro del grupo de las oxido-
reductasas de cadena corta, la mayor similitud 
es con las Glucosa/ribitol deshidrogenasas. La 
glucosa deshidrogenasa cataliza la oxidación de 
glucosa a gluconolactona (gluconato) usando 
NAD o NADP como cofactor. Esta enzima está 
vinculada a la vía de las pentosas fosfato. La ruta de 
las pentosas fosfato transforma la glucosa en otros 
azúcares, que se pueden utilizar para la obtención 
de energía, la biosíntesis de nucleótidos o generar 
poder reductor en forma de NADPH; todo ello 
en función de las necesidades de la célula160. Esta 
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vía tiene como paso imprescindible la síntesis de 
Ribulosa-5-fosfato, obtenida fundamentalmente a 
partir de la Glucosa-6 fosfato; sin embargo, existe 
la posibilidad de obtenerla directamente a partir de 
glucosa, gracias a la Glucosa deshidrogenasa, que 
oxida la glucosa para obtener gluconato, y a partir 
de éste, ribulosa-5-fosfato. De esta manera, una 
alteración en la actividad Glucosa deshidrogenada 
podría repercutir parcialmente en la vía de las 
pentosas fosfato y, por lo tanto, en la producción 
de energía y la síntesis de nucleótidos. Estudios 
de sobre-expresión de la Glucosa deshidrogenasa 
en Bacillus subtilis muestran que el exceso de 
esta actividad enzimática provoca una importante 
disminución en la generación de piruvato, y un 
aumento de 5 veces en la cantidad de ribulosa-5-
fosfato, demostrando que la alteración de los niveles 
de glucosa deshidrogenasa tiene un importante 
efecto en la vía de las pentosas fosfato283. Además, 
existen evidencias en varios organismos de que 
la Glucosa deshidrogenasa puede actuar como 
un mecanismo auxiliar para proveer energía, 
relacionado con la cadena respiratoria105,179,180.
Uno de los mecanismos más importantes para 
la supervivencia de Dictyostelium durante su 
fase unicelular es la capacidad para detectar las 
bacterias de las que se alimenta. Este sistema se 
basa en la capacidad para detectar el acido fólico 
que secretan las propias bacterias. De esta manera, 
el acido fólico, además de inhibir el desarrollo 
multicelular, actúa como un quimioatrayente usado 
por las células de Dictyostelium para poder “cazar” 
las bacterias191. La molécula más importantes que 
media la quimiotaxis por folato, es el nucleótido 
cGMP161,210,258,259,272,273. Es más, la alteración del 
mecanismo de señalización por cGMP provoca 
que las células de Dictyostelium no sean capaces 
de responder a estímulos de folato89,134. De esta 
manera, y en un proceso tan dependiente de 
cGMP, una reducción parcial en este nucleótido 
durante el crecimiento vegetativo, podría alterar el 
mecanismo de señalización por folato. 
Así, al eliminar una de las copias de la hipotética 
Glucosa deshidrogenasa podríamos estar alterando 
de forma parcial el ciclo de las pentosas fosfato, la 
síntesis de nucleótidos como cGMP, la obtención 
de energía celular, y en última instancia, estar 
inhibiendo la respuesta a ácido fólico. 
Doble KO de los Grupos 1 y 2
 Se generaron a continuación cepas 
donde las zonas génicas del cromosoma 2 
correspondientes a ambos grupos habían sido 
eliminadas. Para ello, la cepa KO para el Grupo 
2 fue transformada con el plásmido usado para 
generar el KO del Grupo 1. La existencia de 
doble KO se conﬁrmó mediante PCR (datos no 




Figura 21. Migración de los “slugs” de la 
cepa Doble KO (Grupo 1 + Grupo 2) de 
sig1.
Células de las cepas AX4 y doble KO 
se colocaron en filtros de nitrocelulosa 
en la parte derecha de las placas, tal y 
como se puede ver en las fotografías, y se 
desarrollaron en presencia de una fuente 
de luz proveniente de la zona izquierda 
(indicado por una bombilla). 
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aquellas generadas para el Grupo 1 y Grupo 2. 
No se encontraron fenotipos adicionales y la 
migración de los “slugs” era perfectamente normal 
(Fig. 21).
Estudio del desarrollo en presencia de 
anticuerpos contra sig1
 Durante el desarrollo de Dictyostelium 
existe un gran número de proteínas que son 
secretadas al exterior de la célula para que realicen 
distintos tipos de funciones. Los ejemplos típicos 
de este tipo de proteínas son los factores PSF52,53, 
CMF91,164, countin factor30, DIF120,121,252,253, SDF8, 
etc. La mayoría de las proteínas que se secretan 
para funcionar como factores extracelulares tienen 
un peso molecular bajo y están muy glicosiladas. 
Así, el pequeño tamaño de las proteínas Sig1 y la 
posible existencia de nudos de cisteína podrían 
indicar una posible función extracelular. Si esto 
fuera cierto, y los péptidos de este grupo fueran 
factores extracelulares, la adición al medio de 
un anticuerpo especíﬁco contra estas proteínas 
podría interferir en su función. Se hicieron 
experimentos de desarrollo de Dictyostelium en 
ﬁltro de nitrocelulosa en condiciones normales 
(con tampón PDF) o en presencia de suero pre-
inmune o inmune, especíﬁcos para las proteínas 
de los Grupos 1 y 2.
La adición  de suero inmune contra las proteínas 
del Grupo 1 a los ﬁltros, no generó ninguna 
anomalía en el desarrollo de Dictyostelium, en 
comparación con los ﬁltros control (con suero pre-
inmune o PDF) (datos no mostrados).
En el caso del Grupo 2, las estructuras 
desarrolladas en ﬁltros con tampón PDF o suero 
pre-inmune, usados como control,  se desarrollaron 
normalmente y culminaron a las 24 horas con 
estructuras bien formadas (Fig. 22 paneles PDF y 
pre-inmune). Sin embargo, aquellas desarrolladas 
en ﬁltros a los que se añadió el suero inmune 
contra las proteínas del Grupo 2 tuvieron un 
comportamiento distinto. Estas estructuras 
empezaron a agregar aproximadamente 2 horas 
antes que las controles (Fig. 22 panel anti-P2, 
6-8h), apareciendo “mounds” a las 8 horas de 
desarrollo. Sin embargo, a partir de las 9 horas, 
los “mounds” comenzaron a deshacerse perdiendo 
la mayor parte de las células y desapareciendo del 
ﬁltro, prácticamente en su totalidad, a las 15 horas 
de desarrollo. Los ﬁltros a 15 horas se dividieron en 
dos. Una de las mitades se puso con PDF y la otra 
mitad con más suero inmune. Diez horas después, 
en la mitad con PDF se desarrollaron estructuras 
equivalentes a 10 horas de desarrollo (“mounds”), 
mientras que en la mitad con suero inmune no 
se observaron agregados (Fig. 22 paneles anti-
P2). Así, los genes sig1 Grupo 2 podrían estar 
involucrados en el proceso de agregación y en el 
mantenimiento de la estructura pluricelular.
Para determinar si estas proteínas están 
involucradas en el proceso de adhesión intercelular 
que permite mantener unidas las células durante el 
estadio de “mound”, se realizaron experimentos 
de adhesión donde células provenientes de 
estructuras en desarrollo fueron desagregadas 
y, posteriormente, se dejaron agregar de nuevo 
con agitación en presencia o no de anticuerpo. 
En estos experimentos, la adición de anticuerpo 
podría interferir en las adhesiones intercelulares 
impidiéndose la formación de estructuras 
multicelulares. Se cogieron estructuras entre las 
10 y las 16 horas de desarrollo (cuando las células 
se han vuelto competentes para adhesión), se 
desagregaron, y las células se depositaron en placas 
en agitación con EDTA (para eliminar las uniones 
dependientes de cationes)27,131,270 y en presencia o 
no de anticuerpo. De esta manera, y al eliminar las 
adhesiones dependientes de cationes o sensibles a 
EDTA, sólo quedan en las células las adhesiones 
resistentes a EDTA, que pueden ser bloqueadas 
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Figura 22. Desarrollo en presencia de anticuerpos específicos contra las proteínas del Grupo 
2 de sig1.
 
Se recogieron células AX4 y se colocaron en filtros de nitrocelulosa para inducir el desarrollo. 
Los filtros se colocaron sobre unas almohadillas de celulosa impregnadas o bien con tampón 
PDF (PDF), o bien con tampón PDF conteniendo suero pre-inmune (Preinmune) o suero inmune 
generado contra las proteínas del Grupo 2 de sig1 (Anti-P2). El ciclo de desarrollo de Dictyostelium 
dura unas 24 horas, desde que se ponen las células en el filtro con tampón PDF hasta que aparecen 
los cuerpos fructíferos. El filtro con suero inmune se dividió en 2 partes a las 15 horas de desarrollo. 
Una de las mitades se volvió a colocar sobre una almohadilla con suero inmune, mientras que la 
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por anticuerpos87. La formación de agregados por 
adhesión entre células es exactamente igual en 
células control, células con suero pre-inmune y 
células con suero inmune, por lo que la presencia 
del anticuerpo no parece afectar la adhesión 
intercelular en estas condiciones experimentales 
(Fig. 23). A pesar de este resultado negativo, no 
podemos descartar la hipótesis de que las proteínas 
del Grupo 2 formen parte de algún mecanismo 
de adhesión entre células ya que existe una gran 
PDF Preinmune Anti-P2
Agregado celular
Figura 23. Estudio de la adhesión celular en presencia de anticuerpo contra el Grupo 2 de 
sig1. 
Células de Dictyostelium obtenidas por disgregación de estructuras de 14 horas de desarrollo se 
dejaron agregar en agitación en presencia de PDF, suero pre-inmune o suero inmune (Anti-P2) 
durante varias horas. Dos ejemplos representativos de los agregados celulares obtenidos se han 
enmarcado en sendos círculos, y señalados con flechas. 
redundancia en los sistemas de adhesión para 
asegurar el mantenimiento de la estructura del 
“mound”126,235.
Los resultados obtenidos con los anticuerpos del 
Grupo 2 son, aparentemente, difíciles de conciliar 
con los fenotipos de las cepas KO. Si las proteínas 
del Grupo 2 estuvieran implicadas en mantener la 
estructura e integridad de los agregados celulares, 
sería de esperar que las cepas KO para los genes 
PDF Preinmune AntiP2
KO sig1 Grupo2 14 horas
Figura 24. Desarrollo en filtro en presencia de anticuerpos de la cepa KO para sig1 
Grupo 2.
Células de las cepas AX4 y KO sig1 Grupo 2 se colocaron en filtros de nitrocelulosa para inducir la 
fase de desarrollo. Los filtros de nitrocelulosa se colocaron sobre almohadillas impregnadas con 
PDF sólo (PDF), o conteniendo una dilución 1/250 de suero pre-inmune (preinmune) o suero de 
conejos inmunizados con un péptido específico de las proteínas codificadas por los genes sig1 
Grupo 2 (AntiP2). Las fotos fueron realizadas a las 14 horas de desarrollo. 
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de este grupo, y los dobles KO para los Grupos 
1 y 2, tuvieran algún defecto en agregación, que 
no hemos observado. De hecho, la agregación de 
las cepas KO para el Grupo 2 también es inhibida 
por los anticuerpos especíﬁcos para los péptidos 
de este Grupo (Fig. 24). 
Una posible explicación de estos resultados 
sería que existiera redundancia funcional, de 
forma que otras proteínas contribuyan también 
a mantener la integridad del agregado. En este 
caso las cepas KO podrían no presentar ninguna 
alteración en la agregación si la interacción de 
estas otras proteínas es suﬁciente para mantener el 
agregado. La presencia de anticuerpos contra las 
proteínas del Grupo 2 podría contribuir a formar 
agregados proteicos sobre la membrana celular 
que interﬁrieran en la adhesión del agregado de 
forma más severa que la simple ausencia de estas 
proteínas. 
Esta hipótesis no explica, sin embargo, porqué 
inhiben los anticuerpos la cohesión de los agregados 
de las cepas KO para las proteínas de Grupo 2. Una 
posible explicación sería que estos anticuerpos 
reconocieran también a otras proteínas implicadas 
en adhesión celular. Si esta hipótesis fuera cierta, 
los anticuerpos, dirigidos contra un péptido de 14 
aminoácidos, reconocerían a varias proteínas, que 
contendrían una secuencia similar a la utilizada 
como antígeno y bloquearían la adhesión del 
agregado tanto en cepas WT como en las KO para 
el Grupo 2, que únicamente carecerían de algunas 
de las proteínas implicadas en el proceso. Se han 
hecho búsquedas informáticas de proteínas con 
secuencias similares a las del péptido utilizado 
como antígeno. Los resultados obtenidos indican 
que los genes sig1p110 y sig1p103 (ver Tabla 1) 
presentan también regiones similares a la usada para 
generar el anticuerpo. Además de estos dos genes, 
también hemos encontrado una proteína anotada en 
las bases de datos como “similar a gp130”. gp130 
es una proteína con dominios lipídicos de anclaje 
a membrana que está involucrada en pinocitosis y 
adhesión48. La presencia de estas proteínas podría 
explicar que el anticuerpo bloquease la adhesión 
del agregado tanto en la cepa WT como en las KO 
para el Grupo 2. 
Estos resultados nos llevan a sugerir que las 
proteínas sig1 del Grupo 2 podrían estar implicadas 
en procesos de adhesión celular. El principal 
dominio de interacción podría comprender el 
péptido usado como antígeno, que no está presente 
en las proteínas sig1 del Grupo 1 pero sí en otras 
proteínas sig1. Este péptido podría formar parte de 
un dominio de interacción intermolecular, presente 
en una serie de proteínas implicadas en procesos 
de adhesión celular que mantiene la integridad de 
los agregados. 
Estudio de los promotores de 
los genes sig1
5
 sig1p1 fue aislado como un gen dependiente 
de la expresión de SrfA en el estadio de “slug”; 
así, cabía la posibilidad de que la regulación de 
la expresión de este gen por parte del factor de 
transcripción fuese una regulación directa por 
unión del factor a una secuencia reguladora como 
la que existe en mamíferos para la unión de SRF255. 
Se buscó en las zonas intergénicas de los genes sig1 
del Grupo 1 y 2 esta posible secuencia de unión. 
No se encontró en los genes sig1 ningún sitio de 
unión de SrfA similar a lo descrito anteriormente 
para mamíferos255. 
La alta similitud entre las regiones codiﬁcantes de 
los genes de ambos grupos nos hizo pensar en la 
posibilidad de que existiese una similitud parecida 
en las zonas intergénicas. Para conﬁrmar este punto, 
las zonas intergénicas de los Grupos 1 y 2 fueron 
estudiadas mediante alineamientos de secuencias 
de nucleótidos. No se halló ninguna similitud 
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entre las zonas intergénicas del Grupo 1 y las 
zonas del Grupo 2. Entre los miembros del Grupo 
1, tampoco se pudo observar homología alguna 
entre sus zonas intergénicas (datos no mostrados). 
Sin embargo, entre las zonas intergénicas de los 
genes del Grupo 2  existía una alta similitud. Se 
centró, por lo tanto, la atención en el estudio de 
las posibles zonas promotoras de los genes del 
Grupo 2. 
Estudio de los promotores de los genes sig1 
Grupo 2 
 En las Figuras 5 y 17 se ha representado 
la disposición genómica de los genes del Grupo 2. 
Si comparamos la disposición de los genes 6, 7, 
12 y la hipotética oxidorreductasa DDB0216917 
con la de los genes 8, 9, 14 y DDB0168497 (este 
último gen es una copia prácticamente exacta 
de DDB0216917, con una identidad a nivel de 
proteína del 92%) podemos proponer la hipótesis 
de que uno de los conjuntos de cuatro genes es 
una copia del otro, es decir, varios de los genes 
del Grupo 2 podrían haber surgido por duplicación 
de otros componentes de este grupo. Se hicieron 
análisis de las secuencias intergénicas para ver si 
también existía algún tipo de identidad que nos 
permitiese avalar la hipótesis de la duplicación 
(Fig. 25). Las zonas intergénicas las hemos 
nombrado con la nomenclatura pr_s1p# (donde # 
es un número natural). A lo largo de esta sección 
denominaremos a estas regiones como “zonas 
promotoras” a pesar de no tener prueba alguna 
sobre si realmente actúan como tales para estos 
genes. La identidad entre las zonas promotoras 
de los genes 6, 7, 8, 9, 11, 12 y 14 es bastante 
elevada, agrupándose según podemos ver en el 
árbol ﬁlogenético representado en la Figura 25. 
Este árbol agrupa por un lado las secuencias de 
los promotores de los genes 11, 12 y 14; y por 
otro a los promotores de los genes 6, 7, 8 y 9. 
Además de este agrupamiento por identidades de 
los promotores, hay que considerar la identidad 
de los genes DDB0216917 y DDB0168497, 
dato que estaría de acuerdo con la hipótesis 
planteada anteriormente sobre la existencia de 
una duplicación en los componentes del Grupo 2. 
Así, las zonas del cromosoma 2 que abarcan los 
genes sig1p6, sig1p12, sig1p7 y DDB0216917 
por un lado, y los genes sig1p8, sig1p14, sig1p9 
y  DDB0168497 por otro, podrían provenir de 
una duplicación. Además, podemos ver que en las 
regiones intergénicas de este grupo existen dos 
zonas de alta identidad con un número elevado de 
nucleótidos de Citosina y Guanina: por un lado la 
zona situada entre las pares de bases 330-400, y 
por otro, la zona entre las pares de bases 480-560 
de la Figura 25. Estas dos regiones conservadas 
son, en realidad, las mismas regiones invertidas. 
Esto implica, por ejemplo, que la zona intergénica 
Figura 25. Comparación de las secuencias de las posibles regiones promotoras de los genes 
sig1 Grupo 2. 
Alineamiento de las secuencias de los posibles promotores de los genes del Grupo 2 de sig1, 
considerando como tales las regiones intergénicas situadas delante de cada gen. Los posibles 
sitios de unión del factor de transcripción GBF (“G-box Binding Factor”) aparecen recuadrados. 
Los residuos idénticos se representan en verde, y la identidad entre residuos se representa con 
barras (“conservation”). Los alineamientos han sido realizados con el programa Clustal W a través 
de las herramientas bioinformáticas online situadas en el Centro de Computación de la Universidad 
de San Diego (http://workbench.sdsc.edu/). Estos alineamientos fueron confirmados a través del 
programa Clustal X en máquina local, y los gráficos fueron realizados con el programa CLC Free 
WorkBench. En la parte inferior se muestra un árbol filogenético, indicativo de la identidad que 
existe entre las distintas regiones promotoras. El árbol filogenético se ha realizado a partir de los 
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de los genes 7 y 12 queda tal y como se puede ver 
en la Figura 26; esto es, dos zonas de regulación 
altamente conservadas, una que podría regular la 
expresión del gen 7, y la otra la expresión del gen 
12. Estas zonas de regulación son prácticamente 
idénticas, por lo que se podría estar regulando la 
expresión de estos genes, por los mismos factores 
de transcripción.
El genoma de Dictyostelium se caracteriza por 
su alto contenido en nucleótidos de Adenina y 
Timina, que afecta especialmente a las regiones 
promotoras y a los intrones64. Este alto porcentaje 
de ATs, hace que la presencia de regiones 
intergénicas ricas en nucleótidos de Citosina y 
Guanina (CG), presenten una alta probabilidad 
de ser zonas reguladoras. En los promotores de 
todos estos genes hay zonas que  recuerdan el sitio 
consenso para la unión del factor de transcripción 
GBF (del inglés “G-box Binding Factor”, factor 
de unión a la caja G) (Fig. 25, zonas recuadradas) 
(Fig. 26, cajas A y B). El sitio consenso para GBF 
tiene la secuencia (T/G)G(T/G)G(T/G)G(T/G), 
y como se puede ver en la Figura 25 todos los 
promotores de estos genes tienen sitios similares 
a esta secuencia, o su complementaria. De esta 
manera, GBF podría estar regulando la expresión 
de los genes del Grupo 2.
sig1p7sig1p12
AB
Figura 26. Estructura del promotor de los genes sig1 Grupo 2. 
En la región intergénica de los genes 7 y 12 del Grupo 2, se observa que existen dos zonas altamente 
conservadas, entre sí y con respecto a los demás genes del Grupo 2, y separadas por una zona 
menos conservada. Estas zonas de regulación, que corresponden con secuencias que presentan 
una alta identidad a las zonas de unión del factor GBF, y que hemos representado como A y B en la 
figura, nos permiten plantear la hipótesis de que cada una de las zonas podría estar regulando la 
expresión del gen adyacente. De esta manera, la zona A podría estar regulando la expresión del 
gen 7, y la zona B la expresión del gen 12.
GBF es un factor de transcripción con dos dedos 
de zinc que comienza a expresarse a las 4 horas de 
desarrollo, y que es clave en este proceso, ya que 
regula la progresión del agregado a lo largo del 
desarrollo; es más, las cepas mutantes para GBF son 
capaces de formar el agregado inicial (“mound”) 
pero incapaces de mantenerlo e ir más allá en el 
desarrollo103,104,224. Esto implicaría a GBF en el 
mantenimiento del agregado y en la transcripción 
de los genes necesarios para continuar el desarrollo. 
Uno de los genes regulados por GBF es lagC109. El 
gen lagC da lugar a una proteína transmembrana 
implicada en la adhesión intercelular, conocida 
como gp150, que actúa una vez que se ha formado 
el “mound” 62,82,87,263. La cepa KO para lagC no es 
capaz de avanzar más allá del estadio de “mound”, 
que termina desagregándose127. Estos fenotipos 
coinciden con los observados cuando añadimos 
anticuerpo contra las proteínas de sig1 Grupo 
2 en los ﬁ ltros de desarrollo, lo que sugiere que 
todas estas proteínas puedan estar implicadas en 
el mismo sistema de regulación de la adhesión. 
Por otro lado, el análisis de las secuencias de los 
promotores de los genes apoyaría esta hipótesis 
al indicar una posible regulación de estos genes 
por parte del factor de transcripción GBF. Es más, 
la identiﬁ cación de genes regulados por GBF 
mediante el uso de microarrays ha demostrado que 
al menos sig1p12 (DDB0168490) es regulado por 
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este factor de transcripción109. Los datos obtenidos 
de los microarrays muestran que la expresión 
diferencial de los genes dependientes de GBF 
(incluido sig1p12) ocurre a partir de las 8 horas 
de desarrollo, tiempo a partir del cual, y según 
los datos de RT-PCR, comienza la expresión de 
nuestros genes. Se ha descrito además que para la 
correcta expresión de los genes dependientes de 
GBF se requiere la existencia de LagC. Cepas en 
las que falta cualquiera de los dos componentes 
fallan en la expresión de los genes dependientes 
de GBF. Así, y debido a que el propio gen lagC 
también es regulado por GBF, se plantea la hipótesis 
de la existencia de un ciclo de retroalimentación 
que asegure un control exhaustivo de la 
expresión génica posterior a la agregación, que es 
necesaria para el correcto desarrollo del ciclo de 
Dictyostelium, asegurándose así que estos genes 
sólo se expresan cuando todas las células se han 
agregado y comienzan a formarse las adhesiones 
entre ellas109.
La posible interacción directa de GBF en los 
promotores de los genes sig1 Grupo 2 requerirá 
estudios adicionales. Los bajos niveles de 
expresión descritos para sig1p12 en la cepa 
mutante de GBF109, los fenotipos de las cepas 
deﬁcientes en GBF224 y LagC62,87 y el bloqueo 
observado en el estadio de “mound” en los 
experimentos de exposición a anticuerpos (con 
las reservas mencionadas anteriormente sobre su 
especiﬁcidad) permiten plantear la hipótesis de 
que los genes del Grupo 2 codiﬁcan una proteína 
extracelular involucrada en el mantenimiento del 
“mound” y cuya expresión es regulada por GBF.
 Los procesos de desarrollo en eucariotas 
se caracterizan por los contactos que se producen 
entre células, mediados por distintas moléculas 
de adhesión. En Dictyostelium los procesos de 
adhesión entre células son imprescindibles para un 
correcto desarrollo y una correcta formación del 
cuerpo fructífero. En Dictyostelium  las moléculas 
asociadas a estos procesos de adhesión son 
básicamente 3: Dd-CAD1 (gp24)27, gp80 y gp150. 
Dd-CAD1 es codiﬁcada por el gen cadA y es la 
primera molécula de adhesión que se expresa en el 
desarrollo acumulándose su mensajero durante las 
primeras horas del desarrollo131. De esta manera 
Dd-CAD1 ejerce su función fundamentalmente 
durante la fase de agregación, y es imprescindible 
para mantener la estructura de los “streams” 
durante la agregación229. gp80 es codiﬁcada por 
el gen csaA271, comienza a expresarse a las cuatro 
horas del desarrollo y alcanza su máximo nivel de 
expresión entre las 4 y las 12 horas183. Durante la 
formación de los “streams” y en el “mound”, gp80 
muestra una localización en los contactos entre 
células, sin apenas localización en la periferia de 
estas estructuras50, 229. La última de las moléculas 
de adhesión en ser expresada una vez iniciado el 
desarrollo es gp150. gp150 es codiﬁcado por el gen 
lagC62, 263, comienza a expresarse con el inicio de 
la formación del “mound”, alcanzando su máximo 
nivel de expresión con la formación completa del 
agregado82,263. El gen lagC es además la única 
de las moléculas de adhesión que se regula por 
niveles altos de cAMP en el agregado, y no por los 
pulsos de nivel nanomolar que inducen los genes 
especíﬁcos de agregación62. El papel fundamental 
de gp150 es mantener la estructura del “mound” 
para que pueda continuar el desarrollo263. 
La morfogénesis de una estructura pluricelular, 
como ocurre en Dictyostelium, implica una 
gran plasticidad en la formación y destrucción 
de adhesiones entre células. En vertebrados las 
células secretan una serie de proteínas como 
trombospondina, tenascina y SPARC, con 
capacidades antiadhesivas cuando son secretadas 
en forma soluble26,176. En Dictyostelium se 
ha encontrado una molécula con capacidad 
antiadhesiva261. Al igual que existen moléculas 
secretadas con capacidad antiadhesiva, podría 
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existir un grupo de moléculas encargadas de 
facilitar los procesos de adhesión cuya función 
podría interferirse con el uso de anticuerpos4. 
Las proteínas del Grupo 2 podrían formar parte 
de este grupo de moléculas que facilitan o 
median la adhesión para mantener la estructura 
del “mound”. En Dictyostelium existen tres 
genes (csbA, csbB y csbC) situados en tándem 
en el cromosoma 2 que originan proteínas de 
unos 100 aminoácidos, con una identidad entre 
ellas del 85% y que están involucrados en la 
adhesión celular78,145,146,274. Cuando se usan RNAs 
antisense contra los mensajeros de estos genes, 
se producen defectos en la adhesión celular y 
en la agregación146. Estos genes se empiezan a 
expresar unas pocas horas después del comienzo 
del desarrollo, con un nivel máximo de expresión 
a las 10-12 horas145. En la zona promotora de estos 
genes existe una secuencia rica en G que recuerda 
el lugar consenso de unión del factor GBF145. Los 
datos suplementarios presentes en el estudio de 
genes regulados por GBF, muestran como estos 
genes están claramente regulados por el factor de 
transcripción GBF (datos suplementarios de 109). 
De esta manera, tenemos otro ejemplo de genes 
repetidos en tándem que originan proteínas de un 
pequeño tamaño, regulados por el factor GBF, que 
están implicados en la adhesión entre células y el 
mantenimiento de la estructura del “mound”. Así, 
los genes del Grupo 2 podrían ejercer funciones 
parecidas, facilitando o participando directamente 
en las adhesiones entre células que se producen 
durante la formación y mantenimiento del 
“mound”. 
 Además de sig1p12, en la lista de genes 
dependientes de GBF aparecen otros dos genes 
con una alta identidad a los genes del Grupo 
2: DDB0231563  y DDB0191897 , que se 
corresponden con los genes que hemos denominado 
sig1p107 y sig1p103 respectivamente, y localizados 
ambos en la misma zona del cromosoma 6 junto 
con los genes sig1p109 y sig1p161 (Tabla 1). 
El gen DDB0191897, que hemos llamado 
sig1p103, codiﬁca una posible proteína con 
estructura “coiled-coil”. El patrón de expresión 
temporal es igual al de los genes del Grupo 
2, y según los datos del proyecto japonés de 
hibridaciones in situ, este gen se expresa en las 
células pre-tallo (http://dictybase.org/db/cgi-bin/
gene_page.pl?dictybaseid=DDB0191897). El 
producto de este gen fue presentado en el congreso 
internacional de Dictyostelium en el año 2005 
como un supresor de Dd-STATa233.
Dd-STATa es un homólogo en Dictyostelium de la 
proteína de mamíferos STAT (“Signal transducers 
and activators of transcription”) que se activa por 
cAMP y que transloca al núcleo de las células pre-
tallo para actuar como un factor de transcripción. 
Dictyostelium es el único organismo no metazoa 
descrito que expresa STAT. Las proteínas STAT 
se identiﬁcaron como un sistema de inducción 
de la respuesta por interferón, y su mecanismo 
de actuación está bien establecido. La unión del 
interferón a su receptor provoca la dimerización del 
mismo y posibilita que las proteínas Jak, asociadas 
al receptor, se fosforilen entre ellas en algunos 
residuos tirosina, provocando su activación y la 
posterior fosforilación del receptor56,61,175,196. Los 
residuos fosforilados de los receptores actúan 
como una zona de unión de las proteínas STAT219, 
permitiendo así su fosforilación por parte de Jak80. 
Una vez las proteínas STAT han sido fosforiladas, 
se liberan del receptor, dimerizan a través de 
sus dominios SH2 y viajan hasta el núcleo de la 
célula donde ejercerán su función como factores 
de transcripción58. De esta manera, la vía de Jak/
STAT permite a las células responder a estímulos 
externos. En Dictyostelium se han localizado 
cuatro homólogos a STAT: Dd-STAT a117,118,173, 
b284, c81 y d83. Estos homólogos parecen funcionar 
de la misma manera pero con la diferencia de 
que en Dictyostelium no se han encontrado ni las 
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proteínas Jak, ni los receptores. El más estudiado 
de todos ellos es Dd-STATa.
Dd-STATa es necesario para un movimiento 
quimiotáctico efectivo durante el proceso de 
agregación y  posteriormente para la diferenciación 
de las células tallo173. Dd-STATa responde a 
concentraciones elevadas de cAMP en el “mound” 
a través de los receptores cAR1, translocándose 
al núcleo una vez fosforilado en tirosina para 
ejercer su función como factor de transcripción12. 
Esta translocación se produce en todas las células 
durante el estadio de “mound”, pero una vez que se 
pasa al estadio de “slug” el enriquecimiento nuclear 
se observa fundamentalmente en una región de las 
células pre-tallo. Experimentos in vitro muestran 
como Dd-STATa se une a secuencias activadoras 
del promotor de ecmA y actúa in vivo como un 
represor de ecmB117,173. En los mutantes donde no 
hay cAR1, Dd-STATa es incapaz de translocar 
al núcleo y ejercer su función como factor de 
transcripción12. Cepas KO para el gen que da lugar 
a Dd-STATa, dstA, no culminan y no se forma  el 
tallo ni se diferencian células tallo. A pesar de ello, 
las células son capaces de diferenciar a tallo en 
cultivos in vitro173. 
En una reciente comunicación a congreso233, se 
ha involucrado a un gen sig1 como supresor de 
Dd-STATa. La expresión del cDNA NK20 era 
capaz de recuperar el defecto de culminación de 
las cepas deﬁcientes en Dd-STATa cuando era 
sobre-expresado. Este cDNA correspondía con 
el gen que nosotros hemos llamado sig1p103 
(DDB0191897=cDNA SSM416), como se 
mencionó anteriormente. Quisimos explorar la 
posibilidad de que existiera una relación funcional 
de nuestros genes con STATa. La comparación de 
secuencias y la generación de árboles ﬁlogenéticos 
nos indican que sig1p103 se parece más a los genes 
del Grupo 1 que a los del Grupo 2. De esta manera, 
la construcción que se usó para hacer estudios de 
sobre-expresión de los genes del Grupo 1, fue 
enviada al laboratorio del Doctor Takefumi Kawata 
para estudiar una posible supresión del fenotipo 
de Dd-STATa. sig1p4 (el gen usado para hacer 
los estudios de sobre-expresión) no era capaz, 
sin embargo, de suprimir los defectos observados 
en la cepa deﬁciente en Dd-STATa (datos no 
mostrados). Estos resultados sugieren que a pesar 
de la similitud de secuencia, existen diferencias 
funcionales entre los miembros de esta familia 
génica. Debido a que sig1p103 está regulado por 
GBF (al igual que los genes del Grupo 2)109 y a 
que el patrón de expresión espacial para sig1p12 
es similar a sig1p103 (zona pre-tallo)109, es posible 
que los miembros del Grupo 2 puedan actuar 
como supresores de Dd-STATa. Construcciones 
de sobre-expresión de sig1p12 serán enviadas al 
laboratorio del Doctor Kawata para conﬁrmar o 
desechar esta hipótesis.
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sybA (Synaptobrevin A)
 En un análisis previo por microarrays se 
identiﬁcaron genes dependientes de srfA en las 
etapas ﬁnales del desarrollo de Dictyostelium73. 
De los 6345 genes contenidos en los arrays, se 
identiﬁcaron 21 cuya expresión era mayor en WT 
que en la cepa srfA-73. Uno de los genes aislados 
correspondía con el cDNA SSM796 de la base 
de datos del programa de secuenciación japonés. 
Este gen, localizado en el cromosoma 3, tiene 
dos exones y origina una hipotética proteína de 
95 aminoácidos (Fig. 27A) con una alta identidad 
a sinaptobrevina de distintos organismos. 
La búsqueda en bases de datos de dominios 
funcionales también indicaba la presencia de 
un posible dominio sinaptobrevina. Este gen, se 
denominó por tanto sybA (Synaptobrevin  A) 
(http://dictybase.org/db/cgi-bin/gene_page.
pl?gene_name=sybA). En el genoma de 
Dictyostelium existe otro gen (DDB0219546), 
localizado en el cromosoma 5 que codiﬁca una 
hipotética proteína con una alta identidad a sybA, 
que también muestra homología con sinaptobrevina 
(Fig. 27 B y 27C). 
Sinaptobrevina (también conocida como VAMP 
del inglés “Vesicle-Associated Membrane 
Protein”, proteína de membrana asociada 
a vesículas) es una pequeña proteína 
transmembrana256, aislada originalmente de 
vesículas sinápticas21,256 y encargada de facilitar 
la fusión entre membranas (revisado en 112 
y 237) (Fig. 28). La fusión de membranas en 
células eucariotas está mediada por un grupo de 
proteínas que se conoce como complejo SNARE 
(“Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor 
(NSF) attachment protein (SNAP) receptor”) 
que involucra a tres proteínas: sinaptobrevina, 
sintaxina y SNAP-25236. Sinaptobrevina también 
es conocida como v-SNARE debido a que se 
encuentra en la membrana de las vesículas (v- 
de vesícula); mientras que SNAP-25 y sintaxina 
también se denominan t-SNARE debido a que se 
encuentran en la membrana destino o membrana 
blanco (la t viene de la palabra inglesa “target”) 
(Fig. 28) (revisado en 214).
Uno de los ejemplos clásicos de participación 
de sinaptobrevina en la fusión de membranas es 
durante la liberación de los neurotransmisores en 
la brecha sináptica174. Para que la transmisión de la 
señal nerviosa pase de una neurona a la siguiente 
se tiene que producir la correcta liberación de 
neurotransmisores en la neurona pre-sináptica y su 
posterior detección por la neurona post-sináptica. 
Los neurotransmisores se sintetizan en el soma 
celular y viajan en vesículas hasta el terminal 
nervioso a través del axón, donde serán liberados 
en el espacio intersináptico o brecha sináptica. 
Para que se produzca la liberación, la membrana 
de la vesícula pre-sináptica tiene que fusionarse 
con la membrana plasmática de la célula para 
formar un poro por el que salen las moléculas de 
neurotransmisores. En la fusión de membranas 
intervienen las proteínas sinaptobrevina por parte 
de la vesícula, y sintaxina y SNAP-25 por parte de 
la membrana de la célula. La interacción de las tres 
proteínas del complejo SNARE se produce gracias 
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Figura 27. Estructura y localización genómica del gen sybA. Alineamiento con otro homólogo 
de sinaptobrevina en Dictyostelium. 
En el panel A se esquematiza la estructura del gen sybA, localizado en el cromosoma 3 de 
Dictyostelium. Los 2 exones están indicados por cajas, y el intrón por una linea quebrada. Se indican 
las secuencias genómicas (“contigs”) donde se ha localizado sybA, y los números de acceso DDB 
(Dictyostelium DataBase) para el gen estudiado según los modelo validados (“curated model”) y 
los modelos teóricos (“gene predictions for sequencing centers”).
En los paneles B y C se muestran los alineamientos correspondientes a la comparación entre 
sybA y otro homologo en Dictyostelium (DDB0219546). En el panel B se comparan  las secuencias 
de aminoácidos predichas para las proteínas, y en el panel C la secuencia de nucleótidos de las 
regiones codificantes. 
Los alineamientos han sido realizados con el programa Clustal W a través de las herramientas 
bioinformáticas online situadas en el Centro de Computación de la Universidad de San Diego 
(http://workbench.sdsc.edu/). Estos alineamientos fueron confirmados a través del programa 
Clustal X en máquina local, y los gráficos fueron realizados con el programa CLC Free WorkBench. 
Se ha representado en verde los residuos idénticos entre los dos genes, y la identidad de secuencia 
se representa como barras (“conservation”).
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Membrana de la vesícula
Figura 28. Representación esquemática de la función de Sinaptobrevina. 
En el esquema se representa la localización subcelular de sinaptobrevina, proteína integrada en 
la membrana de muchas vesículas. Su función es la de facilitar la fusión de membranas mediante 
la interacción con otras dos proteínas: sintaxina (localizada en la membrana destino) y SNAP-25, 
según se representa en el esquema, ampliado en el panel inferior. En este ejemplo se muestra la 
fusión de una vesícula con la membrana plasmática de la célula.
Expresión temporal de sybA1
 Se determinó la expresión de sybA a 
lo largo del desarrollo mediante Northern-blot, 
mostrando una elevada inducción en los estadios 
ﬁ nales de diferenciación, estando su expresión 
fuertemente disminuida en la cepa srfA- (Fig. 
29)73. Los datos de expresión obtenidos a partir 
de microarrays (datos del Baylor College of 
Medicine) muestran también una fuerte inducción 
en estadios ﬁ nales del desarrollo, y cierto nivel de 
expresión en las primeras horas de desarrollo y en 
estado vegetativo257.
Estudio de la función de sybA2
 Como se ha mencionado anteriormente, 
las cepas deﬁ cientes en SrfA presentan defectos 
en la formación de las esporas que las hace poco 
resistentes a condiciones adversas (cambios 
de temperatura, pH, tratamiento con agentes 
químicos, etc.) con una morfología circular en 
lugar de elipsoidal y con una refringencia muy 
baja en microscopía que indica un problema en la 
formación de la capa de celulosa67. Estos defectos 
fueron en un principio asignados a una formación 
incompleta de la cápsula de la espora, pero estudios 
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Figura 29. Expresión a lo largo del desarrollo del mRNA de sybA en células WT y srfA-.
RNA de los distintos estadios de desarrollo (0-28 horas) de las cepas “Wild Type” y srfA-  fue aislado, 
separado electroforéticamente, transferido a membrana e hibridado con una sonda que reconoce 
sybA. Se detectan dos mRNAs de diferente tamaño (indicados por flechas) localizados por debajo 
del rRNA 17S . En el panel inferior se muestra la tinción del gel con Bromuro de Etidio.
posteriores con el uso de microscopía electrónica 
revelaron que la formación de la cápsula de 
la espora se producía de forma aparentemente 
normal, degradándose posteriormente durante 
el proceso de maduración74. La cápsula de las 
esporas de Dictyostelium tienen una estructura 
trilaminar, donde una capa de celulosa queda 
entre dos capas de proteínas267. Los componentes 
proteicos que forman la cápsula, se empiezan a 
sintetizar en estadios tempranos del desarrollo 
(12 h) acumulándose en el interior de vesículas, en 
las células pre-espora, conocidas como vesículas 
pre-espora (PSV) (revisado en 5 y 242). Durante 
la culminación los componentes proteicos de 
estas vesículas se liberan al exterior de la célula 
por exocitosis para iniciar la formación de la 
cápsula (revisado en 5 y 242). Por lo tanto, la 
exocitosis es imprescindible para la formación de 
las esporas. Durante este proceso la membrana de 
la vesícula se fusiona a la membrana de la célula. 
Debido a que en otros organismos se ha visto que 
sinaptobrevina está involucrada en la fusión de 
membranas durante procesos de exocitosis (como 
en la liberación de neurotransmisores), y dada la 
elevada expresión de sybA en las fases ﬁnales del 
desarrollo se planteó la hipótesis de que SybA 
podría estar jugando un papel importante en la 
liberación de los componentes proteicos de la 
cápsula, y que el defecto que se ve en la cepa srfA- 
podría deberse, al menos en parte, a un problema 
en la expresión de sybA. 
Generación de cepas Knock-Out y RNAi de 
sybA
 Para determinar la función de esta proteína 
se intentó anular su expresión generando una cepa 
KO por recombinación homóloga y usando la 
técnica de RNAi. Se realizaron las construcciones 
necesarias para ambas aproximaciones. En ninguno 
de los casos se obtuvieron clones positivos que 
mostraran recombinación homóloga (en el caso 
del KO) o expresaran la construcción de RNAi. 
El genoma de Dictyostelium es haploide, por lo 
que en algunos casos, la eliminación de un gen 
por recombinación homóloga produce células no 
viables. Estos genes se consideran imprescindibles 
para la supervivencia de Dictyostelium y los 
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estudios de falta de función se vuelven más 
complejos. La diﬁcultad de obtener mutantes que 
no expresen sybA, o tengan una expresión reducida, 
sugiere que este gen podría ser imprescindible 
para Dictyostelium discoideum. Para abordar 
este problema en el futuro sería necesario el uso 
de cepas diploides o la generación de mutantes 
condicionales con vectores inducibles tipo “tet-
on” y/o “tet-off”129,130.
SybA y Toxina Tetánica
 La sinaptobrevina de mamíferos es 
susceptible de ser cortada por dos tipos de 
toxinas (toxina tetánica y toxina botulínica) 
impidiendo así la fusión de membranas y la 
liberación de neurotransmisores108. En la Figura 
30A se representa un esquema de una molécula 
de sinaptobrevina unida a la membrana de una 
vesícula. Las regiones más importantes de la 
sinaptobrevina-2 de mamíferos son la zona C-
terminal, hidrofóbica, de anclaje a la membrana 
de la vesícula,  una zona de aminoácidos cargados 
positivamente, dos zonas llamadas V1 y V2 que 
sirven para el anclaje de las toxinas tetánica y 
botulínica respectivamente y varios sitios de corte 
especíﬁcos para distintos isotipos de las toxinas108. 
Las zonas V1 y V2 tienen una secuencia consenso 
de la forma xh--xh-xhp, donde x representa 
cualquier residuo, p residuos polares, h alifáticos y 
- aminoácidos con grupos carboxilo108. A lo largo 
de la secuencia existen tres lugares donde pueden 
cortar los distintos isotipos de la toxina botulínica, 
pero sólo un lugar de corte de la toxina tetánica. El 
sitio de corte de la toxina tetánica esta formado por 
los aminoácidos QF, necesarios ambos para el corte 
por parte de esta toxina108. En mamíferos, la zona 
de corte de la toxina tetánica se encuentra entre el 
dominio V1 y la zona hidrofóbica en C-terminal 
encargada de anclar la proteína a la membrana de 
la vesícula. En la Sinaptobrevina de Dictyostelium 
(SybA) existe una zona hidrofóbica en C-terminal 
y una zona con una secuencia parecida al consenso 
para V1 (xh--xppphx) (Fig. 30B). Asimismo, entre 
V1 y esta zona hidrofóbica, junto a un grupo de 
aminoácidos cargados positivamente (KKK), 
tenemos los aminoácidos QF necesarios para el 
corte por la toxina tetánica. Así, parece que SybA 
podría haber conservado los dominios de sus 
homólogos en otras especies, incluyendo el sitio 
de unión de la toxina tetánica y el lugar de corte 
(Fig. 30B). Debido a que no había sido posible 
obtener una cepa KO para sybA y a que estas 
toxinas se han utilizado en otros sistemas para 
estudiar los procesos de exocitosis, decidimos 
usar la toxina tetánica para abordar la posible 
función de SybA. El objetivo es ver si la toxina 
tetánica es capaz de cortar SybA y si esto genera 
algún defecto. Para introducir la toxina en células 
AX4 de Dictyostelium se usaron dos abordajes: 
electroporación y cultivo con toxina en suspensión. 
Se utilizó la toxina o bien reducida con un medio 
compuesto de Hepes, DTT, NaCl y ZnCl
2
 o bien 
sin tratar con este medio reductor, pero igualmente 
activa99. Células AX4 fueron electroporadas con 
0.1, 0.5 o 1 μg de Toxina Tetánica y se dejaron 
recuperar en medio HL-5 fresco dos horas a 22ºC. 
En ambos casos, al cabo de las dos horas las células 
de Dictyostelium morían por lisis. Esto no ocurría 
con las células control electroporadas sin toxina 
(datos no mostrados). Estos resultados sugieren 
que la acción de la toxina interﬁere en procesos 
vitales para la viabilidad celular de Dictyostelium. 
Asumiendo que la acción de la toxina es 
especíﬁca, como ocurre en otros sistemas, el corte 
de sinaptobrevina podría interferir en el tráﬁco 
vesicular celular necesario para la viabilidad del 
organismo. La imposibilidad de obtener cepas 
en las que el gen ha sido eliminado, refuerza, 
junto con estos resultados, la idea de que este gen 
pudiera ser esencial en Dictyostelium.
El efecto letal de la electroporación de la toxina 



















Figura 30. Estructura de la proteína SybA, indicando los posibles sitios de corte por la toxina 
tetánica.
 
(A) Esquema donde se muestra una vesícula en la que aparece anclada una molécula de 
sinaptobrevina de mamíferos. En la molécula de sinaptobrevina se muestran los dominios V1 y V2 
de unión de las toxinas botulínica (BoNT) y tetánica (TeNT), y los lugares de corte de dichas toxinas 
indicados por flechas. Los signos +++ indican zona de aminoácidos cargados positivamente. 
(B) Secuencia de SybA de Dictyostelium. Los aminoácidos amarillos indican la zona hidrofóbica 
de la molécula, los verdes los cargados positivamente, los blancos constituyen la posible zona de 
unión de la toxina tetánica y los rojos la zona donde podría cortar la toxina. 
células AX4 creciendo en medio líquido HL-5, 
esperando que las células incorporasen la toxina, 
junto con el medio de cultivo, por pinocitosis, tal 
y como se ha descrito en otros sistemas162,213. Se 
usó la toxina activada y sin activar, y en ninguno 
de los casos se observó anomalía alguna en el 
crecimiento o la morfología de las células (datos 
no mostrados). Estas células fueron recogidas y 
colocadas en ayuno para estudiar el desarrollo y la 
formación de las esporas. No se observó ninguna 
diferencia respecto a las células control AX4 sin 
toxina. El desarrollo era normal y las esporas se 
formaban correctamente (datos no mostrados). 
La insensibilidad de Dictyostelium a la toxina en 
estas condiciones experimentales podría deberse 
a un problema de accesibilidad de la toxina a la 
sinaptobrevina. 
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Sobre-expresión de sybA 
 Debido a la diﬁcultad para estudiar el gen 
sybA por falta de función, se procedió a generar 
cepas que sobre-expresasen sybA. Para ello, la 
parte codiﬁcante del cDNA de sybA se clonó en 
un vector de expresión de Dictyostelium bajo el 
control del promotor de actina 15 que se expresa 
en células en crecimiento y a lo largo de todo el 
desarrollo. Se transformaron células AX4 por 
electroporación con la construcción de sobre-
expresión, seleccionándose cuatro clones positivos 
para su posterior estudio. Se conﬁrmó por RT-
PCR que estos clones estaban sobre-expresando el 
mensajero de sybA (Fig. 31). Las cepas de sobre-
expresión se denominaron SS (de Sobre-expresión 
sybA) con un número al ﬁnal que indica el número 
de clon escogido. Para estudios posteriores se 
usaron los clones SS8 y SS18. 




Figura 31. Análisis de la expresión del 
mRNA de sybA en las cepas de Sobre-
expresión.
RNAs de las cepas AX4 y de cuatro clones 
de sobre-expresión (5, 8, 17 y 18) se usaron 
para determinar la expresión del mRNA 
de sybA de forma semicuantitativa por RT-
PCR. Se llevó un control donde las mismas 
muestras de RNA se trataron con una mezcla 
de reacción sin retrotranscriptasa. La banda 
control, correspondiente a un fragmento 
del rRNA mitocondrial 26S, tiene un tamaño 
de 320 pb y la banda correspondiente al 
mensajero de sybA 200 pb.
 Dado que nuestra hipótesis de trabajo 
era que SybA podría estar jugando un papel 
importante en la formación de la cápsula de espora, 
el primer parámetro estudiado en las cepas de 
Sobre-expresión fue la formación y la germinación 
de las esporas. No se encontraron diferencias entre 
las cepas SS y la WT. Sin embargo, observamos 
que las cepas SS mostraban un desarrollo más 
rápido (unas 4 horas de adelanto) y estructuras 
más pequeñas que las de la cepa WT (Fig. 32). La 
falta de resultados en etapas ﬁnales del desarrollo 
podría deberse a que el promotor de actina 15, 
aunque se expresa a lo largo de todo el desarrollo, 
es menos activo en  etapas ﬁnales. 
 Cepas de levadura (Saccharomyces 
cerevisiae) en las que se ha eliminado la expresión 
de las dos copias de sinaptobrevina que existen 
en este organismo, generan células con un gran 
tamaño y donde se acumulan una gran cantidad 
de vesículas debido a que está alterada la vía 
de secreción y las vesículas post-Golgi no se 
exocitan201. Así, se quiso determinar si la sobre-
expresión de la sinaptobrevina de Dictyostelium 
tenía también algún efecto en el tamaño de las 
vesículas o en su acumulación, y por lo tanto en 
el tamaño celular. Para determinar el tamaño se 
tomaron fotografías en hemocitómetro (cámara 
Neubauer) de células creciendo en HL-5 y el 
tamaño de las células se calculó analizando las 
fotografías con el programa ImageJ. El tamaño 
medio de las células WT fue de 13±3 μm, y el 
de las cepas SS8 y SS18, de 13±4 y 14±4 μm 
respectivamente, no existiendo por tanto efecto 
alguno en el tamaño celular debido a la sobre-
expresión de sybA. En la Figura 33A se puede 
ver una distribución de tamaño celular en las tres 
cepas. No se observaron diferencias entre la cepa 
WT y las SS, teniendo la mayoría de las células un 
tamaño comprendido entre los 8 y los 18 μm (Fig. 
33A). En levaduras, las células WT presentaban 
un diámetro de unos 2 μm, mientras que las células 
deﬁcientes en sinaptobrevina llegaban a los 4 μm 
de diámetro201.  El tamaño y la complejidad también 
se analizaron mediante citometría de ﬂujo, y no se 
detectó ninguna diferencia entre las células WT y 
las SS (datos no mostrados). El hecho de no existir 
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AX4 20 horas SS8 20 horas SS18 20 horas
Figura 32. Desarrollo de la cepa de Sobre-expresión de sybA.
Células de las cepas AX4 y sobre-expresión de sybA (clones SS8 y SS18) fueron depositadas en 
filtros de nitrocelulosa sobre almohadillas con PDF para inducir el desarrollo. Se tomaron fotografías 
a las 20 horas de desarrollo. 
diferencias en la complejidad celular al estudiar 
las células por citometría de ﬂujo, sugiere que no 
se produce acumulación de vesículas cuando se 
sobre-expresa sybA.
Sinaptobrevina ha sido implicada en el proceso de 
citoquinesis en varios organismos. En la levadura 
S. pombe Syb1 parece implicado en el tráﬁco de 
membranas durante la citoquinesis63. En células 
de mamífero varios miembros del complejo 
SNARE han sido involucrados en citoquinesis, 
y la alteración de su funcionamiento origina 
células binucleadas149. Teniendo en cuenta estos 
datos, quisimos determinar el posible papel de 
la sobre-expresión de sybA en la citoquinesis de 
Dictyostelium. Mediante tinción con DAPI se 
determinó el número de núcleos para las células WT 
y las cepas SS. No se observó ninguna diferencia 
entre las dos cepas (Fig. 33B). La complejidad 
intracelular vista a través de citometría de ﬂujo 
tampoco mostraba diferencias entre ambas 
cepas. Por lo tanto, la sobre-expresión de sybA 
no parece afectar el proceso de citoquinesis en 
Dictyostelium. 
Al estudiar el crecimiento en HL5 se pudo observar 
que la cepa de sobre-expresión presentaba un 
crecimiento más lento que las células WT, con unos 
tiempos de generación de 14-16 horas frente a las 
8-10 horas de la cepa WT (Fig. 34A). Este resultado 
podría sugerir un defecto de macropinocitosis 
en la cepa SS, ya que el crecimiento axénico de 
Dictyostelium en HL-5 implica la utilización de 
este proceso de ingestión126. Los componentes 
del complejo SNARE están involucrados en 
la interacción entre membranas y por lo tanto 
juegan un papel muy importante en la interacción 
entre vesículas a lo largo del tráﬁco vesicular 
que se produce en el interior de una célula23,202. 
Debido a que sinaptobrevina y otros miembros 
del complejo SNARE han sido involucrados 
en el tráﬁco interno de membranas e incluso en 
fagocitosis6,28, se estudió si la toma o eliminación 
de nutrientes estaba afectada en la cepa que sobre-
expresa sybA, de tal forma que pudiese explicar 
su menor crecimiento en medio HL-5 (Fig. 34A). 
Para estudiar el proceso de macropinocitosis se 
incubaron  células de ambas cepas con FITC-
dextrano y se midió a continuación la cantidad 
de compuesto ﬂuorescente incorporado. No se 
observó ninguna diferencia entre la cepa WT y la 
cepa SS (Fig. 34B), captando ambas cepas FITC-
dextrano con la misma eﬁciencia. Estos resultados 
descartarían un defecto de macropinocitosis en la 
cepa SS. 
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Figura 33. Tamaño celular y número de núcleos de las cepas de sobre-expresión sybA. 
(A) Células de las cepas AX4 y los clones de sobre-expresión SS8 y SS18 creciendo en HL-5 se 
fotografiaron en una cámara Neubauer. Las fotografías de las células se trataron con el programa 
ImageJ para que cada una de las células fuera representada por un círculo. El mismo programa 
permitió calcular el diámetro de cada una de las células. Se representa el porcentaje de células 
comprendido en cada rango de diámetro celular. Se analizaron 893 células de la cepa AX4, 567 de 
SS8 y 1526 de SS18.
(B) Células de las cepas AX4 y los clones de sobre-expresión SS8 y SS18 creciendo en HL-5 se 
fijaron con formaldehido-metanol y fueron teñidas con el colorante nuclear DAPI. Se tomaron 
fotografías en microscopio de fluorescencia y se contaron los núcleos existentes en cada célula de 
forma manual. Se representa el porcentaje de células que contenía el numero de núcleos indicado 
para cada columna de la gráfica. Se analizaron 89 células de la cepa AX4, 134 de la cepa SS8 y 171 
de SS18. 
Realizamos además experimentos de exocitosis 
para determinar la capacidad de las células para 
secretar desechos. Si las células de la cepa SS 
tuviesen una capacidad inferior que las WT para 
secretar los desechos, podría ocurrir que aunque 
tuvieran un defecto en macropinocitosis, la 
ﬂuorescencia interna medida en los experimentos 
de captación de medio fuera similar a la WT debido 
a la incapacidad para expulsarlo.  Células de las 
cepas AX4 y SS se incubaron con una mezcla de 
HL-5 y FITC-dextrano durante periodos largos de 
tiempo para asegurar que las primeras moléculas 
de FITC-dextrano captadas han sido secretadas. 
Posteriormente, se dejó que las células fuesen 
secretando la mezcla HL-5-Dextrano, y se midió 
a distintos tiempos la cantidad de compuesto 
ﬂuorescente que permanecía en su interior. De 





Figura 34. Crecimiento en medio líquido y macropinocitosis de la cepa de sobre-expresión 
de sinaptobrevina. 
(A) Células de las cepas AX4 y sobre-expresión de sybA (SS8 y SS18) se crecieron en HL-5. Los 
cultivos se iniciaron a una concentración de 2 x 104 células/ml y se determinó su concentración a 
las 16 , 24, 40, 48, 64, 72 y 88 horas. Se muestra un ejemplo representativo de cuatro experimentos. 
(B) Células de las cepas AX4 y sobre-expresión de sybA (SS8 y SS18) creciendo en HL-5 se 
incubaron con FITC-dextrano durante los tiempos indicados, y se determinó la cantidad de 
compuesto fluorescente incorporado por las células. Se muestra un ejemplo representativo de 
siete experimentos.
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las células para secretar lo que no son capaces de 
digerir (FITC-dextrano). En la Figura 35 se observa 
como las cepas SS tienen más ﬂuorescencia interna 
que la cepa WT a lo largo de las cuatro horas del 
experimento (Fig. 35). Esto indicaría que la cepa 
SS tarda más tiempo en expulsar los desechos 
celulares y conﬁrmaría un defecto en exocitosis. 
Este defecto en el proceso de exocitosis podría 
enmascarar un defecto en macropinocitosis, 
determinado por la captación de HL-5-Dextrano, 
como se indicó anteriormente. De esta manera, el 
ritmo lento de crecimiento de la cepa SS podría 
ser explicado por defectos en el tránsito vesicular 
asociados a la macropinocitosis y a la exocitosis. 
Así, la reducción simultánea de los dos procesos 
explicaría porque no se observaron diferencias 
en la complejidad celular al usar citometría de 
ﬂujo, ni acúmulos de vesículas al observarlas por 
microscopía. 
(FITC-dextrano)
Figura 35. Análisis de la exocitosis en la cepa de sobre-expresión de sybA.
Células de las cepas AX4 y de sobre-expresión de sybA (SS8 y SS18) creciendo en HL-5 fueron 
incubadas en agitación durante 90 minutos con FITC-dextrano. A continuación se lavaron las células, 
se retiró el dextrano y se continuó el cultivo en medio HL5. Tras la retirada del FITC-dextrano del 
medio a los tiempos indicados, se recogieron células, se lisaron y se midió la fluorescencia que 
permanecía en su interior. Se otorgó el valor de 100% de fluorescencia interna a la correspondiente 
al FITC-dextrano existente tras los 90 minutos de incubación con este compuesto en cada línea 
celular. Se muestra un resultado representativo de 4 experimentos independientes. 
 El otro mecanismo básico de 
alimentación de Dictyostelium es la fagocitosis, 
usado principalmente para la captación de 
grandes partículas como bacterias. Para estudiar 
la fagocitosis se usaron microesferas ﬂuorescentes 
de látex de una micra de diámetro. Las células 
se incubaron 30 minutos con HL-5 mezclado 
con las microesferas, se lavaron y se midió la 
ﬂuorescencia para determinar la cantidad de 
esferas capturadas. En ese tiempo, las cepas de 
sobre-expresión capturaron entre un 50 y un 
60% menos de microesferas que las células WT 
(Fig. 36A). Este defecto se observó midiendo 
la ﬂuorescencia tanto en ﬂuorímetro como por 
citometría de ﬂujo. La diferencia en la fagocitosis 
de microesferas de látex debería verse reﬂejada 
en el crecimiento de las colonias de Dictyostelium 
sobre un césped de bacterias. Para estudiar esto, se 















p < 0.04 p < 0.04
Figura 36. Análisis de la fagocitosis y del crecimiento en bacterias de la cepa de sobre-
expresión de sybA.
(A) Células de las cepas AX4 y sobre-expresión de sybA (SS8 y SS18) creciendo en HL-5 se 
incubaron entre 30 minutos y una hora con microesferas fluorescentes de látex de una micra de 
diámetro. Posteriormente, las células fueron lavadas y lisadas. La fluorescencia  de las microesferas 
que permanecieron en el interior celular se midió en fluorímetro. Los resultados se representan 
considerando como 100% la fluorescencia obtenida para la cepa WT (AX4). Las barras representan 
la desviación estándar.  
(B) Células de las cepas AX4 y de sobre-expresión de sybA se mezclaron con bacterias Klebsiella 
aerogenes y se extendieron en placas SM. Se tomaron fotografías de clones provenientes de una 
sola célula cinco días después (panel superior), y se determinó el diámetro de las colonias de 
Dictyostelium utilizando el programa ImageJ (panel inferior). Las barras representan la desviación 
estándar.
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bacterias Klebsiella aerogenes de tal manera que 
el número de células fuera lo suﬁcientemente bajo 
como para obtener colonias provenientes de una 
sola célula y poder comparar el diámetro de las 
placas de lisis formadas en el césped de bacterias. 
Después de cinco días las colonias de la cepa WT 
presentaban un diámetro medio de unos 5 mm y 
las cepas de sobre-expresión de poco más de 3 
mm (Fig. 36B). Incluso a simple vista se pudo 
observar las diferencias de tamaño de las placas 
de lisis sobre el césped de bacterias que forma 
Dictyostelium (Fig. 36B). Por lo tanto, el defecto 
de fagocitosis, determinado por la captación de 
microesferas, se ve reﬂejado de forma ﬁsiológica 
en el menor crecimiento sobre bacterias.
La vía de alimentación por macropinocitosis en 
Dictyostelium está organizada de forma lineal. 
Después de la internalización, dirigida por actina98, 
el material captado del exterior se acumula en 
endosomas138,139, que más adelante se fusionarán 
con lisosomas240, formando vesículas donde 
los nutrientes serán degradados y absorbidos. 
El material sobrante de esta “digestión” será 
posteriormente exocitado a través de unos 
compartimentos post-lisosomales188. Todo este 
proceso ha sido revisado por Maniak155. Los 
defectos descritos hasta ahora nos hicieron pensar 
en la posibilidad de que SybA formase parte de 
algún tipo de vesícula encargada de facilitar la 
captación de alimento y/o la exocitosis de los 
desechos. Además, existe la posibilidad de que 
SybA forme parte de la membrana de un reservorio 
de lisosomas encargados de fusionarse a los 
endosomas entrantes liberando en estos últimos los 
enzimas hidrolíticos necesarios para la digestión 
de los nutrientes al igual que se ha propuesto para 
VAMP7 (otro homólogo de sinaptobrevina en 
Dictyostelium)23. De esta manera, un defecto en la 
fusión de los lisosomas a los endosomas entrantes 
afectaría la exocitosis. Existen ejemplos donde la 
sobre-expresión de alguno de los componentes 
encargados de la fusión de lisosomas y endosomas 
afecta la propia fusión e impide que el medio 
capturado del exterior vaya más allá de los 
endosomas. En cultivos de ﬁbroblastos la sobre-
expresión del dominio N-terminal de VAMP7 
de mamíferos inhibe la mezcla de un marcador 
precargado en lisosomas con un marcador de 
endosomas tardíos203. Así, el medio captado 
queda en los endosomas y no es exocitado. En 
las cepas SS también podría haber un fallo en la 
fusión de los lisosomas a los macropinosomas 
y fagosomas, diﬁcultando la “digestión” de los 
nutrientes, provocando un defecto de crecimiento 
y alteraciones en exocitosis. 
Para determinar si estos defectos responden a 
un problema en la “digestión” de los nutrientes 
captados del medio, se realizaron ensayos de 
protección a gentamicina (GPA). Estos ensayos 
consisten en crecer Dictyostelium en medio líquido 
con bacterias durante un periodo largo de tiempo. 
A continuación, las células de Dictyostelium se 
recogen y crecen en un medio libre de bacterias 
en presencia del antibiótico gentamicina. Como 
la gentamicina sólo afecta a los procariotas, 
cualquier bacteria que no haya sido ingerida por las 
células de  Dictyostelium morirá por exposición al 
antibiótico. A continuación se recogen las células 
de Dictyostelium, se lisan en condiciones que no 
afectan la viabilidad de las bacterias intracelulares 
y se plaquea el lisado en placas de LB. Se dejan 
crecer 24 horas a 37ºC y se cuentan las colonias 
de bacterias que hayan crecido. La comparación 
del número de colonias de bacterias podría revelar 
un defecto en la capacidad de digestión. En un 
ensayo preliminar, después de una hora creciendo 
en medio con gentamicina, la cepa SS contenía 
muchas más bacterias vivas que la cepa WT 
(datos no mostrados). Esto implicaría un defecto 
en el procesamiento de las bacterias que capta del 
exterior; problema que podría deberse a un fallo 
en la fusión de los lisosomas a las vesículas que 
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introducen alimento. Estos resultados son sólo 
preliminares y no poseen relevancia estadística. 
También existía la posibilidad de que SybA 
actuase como un regulador negativo de la 
exocitosis de tal manera que la unión de SybA a 
los compartimentos post-lisosomales encargados 
de la exocitosis inhibiera este proceso. De esta 
manera, una sobre-expresión de SybA estaría 
constantemente inhibiendo la exocitosis. En otros 
sistemas existen múltiples ejemplos de moléculas 
que interaccionan con el complejo SNARE y 
que actúan como inhibidores de los procesos de 
exocitosis. Se ha visto que la sobre-expresión de 
tomosina (proteína de unión a sintaxina) provoca 
una fuerte inhibición de la exocitosis tanto en 
células beta pancreáticas de ratón278, como en 
células PC12102. Es más, la inhibición de tomosina 
en los experimentos con células de ratón, 
incrementa la exocitosis278. Así, tomosina actúa 
compitiendo con sinaptobrevina en la formación 
del complejo SNARE y actúa como un regulador 
negativo de la exocitosis102. Csp (“cysteine string 
protein”) es una proteína situada en la superﬁcie 
de las vesículas, que interacciona con vamp140, 
y cuya sobre-expresión en células adrenales 
cromafínicas también inhibe la exocitosis92. 
En mastocitos, la proteína de interacción con 
SNARE Sinaptotagmina, facilita la fusión de 
membranas y la exocitosis, y su sobre-expresión 
inhibe la exocitosis estimulada por calcio20. 
Sinaptoﬁlina compite con SNAP-25 en la unión a 
sintaxina-1 e inhibe la formación del complejo 
SNARE, y su  sobre-expresión en cultivos de 
neuronas de hipocampo reduce signiﬁcativamente 
la liberación de neurotransmisores137. En levaduras, 
la sobre-expresión de Vsm1 (proteína v-SNARE) 
inhibe la secreción de proteínas al medio y el 
crecimiento celular. Vsm1 actúa así como un 
regulador negativo de la exocitosis151. 
Ahora bien, ¿cómo pueden verse afectadas la 
macropinocitosis y la fagocitosis por un defecto 
en la exocitosis?.  Se han descrito varios casos 
donde los procesos de endocitosis y fagocitosis 
están directamente unidos a la exocitosis. En 
macrófagos existen dos procesos imprescindibles 
en la respuesta del sistema inmune: la liberación de 
la citoquina pro-inﬂamatoria TNF y la fagocitosis 
de patógenos. El estudio de estos dos procesos 
en macrófagos ha demostrado que para que se 
produzca la fagocitosis de manera correcta, la 
liberación de TNF ha de producirse en la zona de 
formación de la copa fagocítica. De esta manera 
la fusión de la vesícula para la liberación de TNF 
aporta la suﬁciente cantidad de bicapa lipídica para 
que se produzca la fagocitosis177. La formación 
de fagosomas en leucocitos para capturar 
microorganismos debería ir acompañada por una 
disminución importante en el área superﬁcial de su 
membrana, sin embargo, se ha observado que esto 
no ocurre así; es más, la fagocitosis va acompañada 
con un aumento en la superﬁcie celular, lo que 
sugiere que la fagocitosis ocurre en paralelo con la 
exocitosis. La ruptura selectiva de los componentes 
de la maquinaria de secreción mediante el uso de 
diferentes toxinas, muestra que se produce una 
inhibición de la fagocitosis97. Existen más ejemplos 
donde procesos de endocitosis o fagocitosis tienen 
que actuar de forma paralela a la exocitosis. Estos 
mecanismos ocurren además en la misma zona 
de la célula, y en algunos casos es prácticamente 
imprescindible que estén asociados17,119.
Por lo tanto, un fallo en la exocitosis podría 
afectar cualquier otro mecanismo que suponga la 
invaginación de membranas debido a que la célula 
debe mantener una área superﬁcial de membrana 
relativamente constante. Si ocurriese un fallo en la 
liberación de sustancias y la célula no dispusiese 
de un mecanismo de control que detuviera la 
captación de nutrientes del medio, la cantidad de 
membrana plasmática se iría reduciendo hasta 
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límites que podrían afectar la viabilidad celular. 
Por lo tanto, es posible que se haya generado un 
mecanismo de seguridad que impida cualquier 
proceso de endocitosis, fagocitosis o pinocitosis si 
no se produce de forma paralela una reposición de 
la membrana mediante exocitosis. 
proteína de fusión, al menos en lo referente a los 
aspectos fenotípicos estudiados, es funcionalmente 
equivalente a la forma normal. Se determinó por 
microscopía confocal que la construcción con GFP 
mostraba una localización en pequeñas estructuras 
esféricas situadas en zonas periféricas de la célula 
(Fig. 37). Sin embargo, estas micrografías no 
permitieron determinar en que orgánulos o tipo 
de vesículas se localizaba SybA. Cuando células 
AX4 se incubaban con FITC-dextrano y se 
observaban por microscopía confocal in vivo, se 
pudo ver como las vesículas que habían captado 
el marcador (macropinosomas) se agitaban en un 
movimiento browniano y rápido en el interior de 
la célula (datos no mostrados). Sin embargo, las 
pequeñas esferas verdes que se veían en la cepa 
GFP-SybA aparecían totalmente estáticas. Esto 
parecería indicar que SybA no se localiza en los 
macropinosomas captados del medio externo. 
Para conﬁrmar que se trataba de compartimentos 
distintos se usó TRITC-dextrano, que puede 
ser observado en el canal rojo y detectado 
Figura 37. Localización subcelular de la proteína codificada por el gen sybA.
Células de AX4 fueron transformadas con una construcción donde el gen sybA se encontraba 
fusionada a la secuencia del gen GFP (“Green Fluorescent Protein” o Proteína Verde Fluorescente). 
Se determinó la distribución subcelular de la proteína de fusión GFP-SybA por microscopía 
confocal. Se muestran los canales correspondientes a la fluorescencia de GFP, campo claro y una 







Localización subcelular de 
SybA
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 Para determinar la localización subcelular 
se hizo una construcción donde la proteína SybA, 
fusionada a GFP, quedaba bajo el control del 
promotor de actina 15. Como SybA se ancla a la 
membrana de la vesícula por la parte C-terminal, 
la proteína GFP se añadió a la zona N-terminal. Se 
transformaron células AX4 con esta construcción 
y se aislaron clones que expresaban la proteína 
de fusión. La cepa GFP positiva presentaba los 
mismos fenotipos, debidos a la sobre-expresión 
de la proteína híbrida, que los clones de la cepa 
SS (datos no mostrados), lo que sugiere que la 
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simultáneamente con la ﬂuorescencia verde de la 
proteína quimérica con GFP. El TRITC, al igual 
que el FITC, es introducido en la célula junto 
con HL-5 mediante macropinosomas. Los 
estudios de co-localización por microscopía 
confocal mostraron que SybA no localizaba en los 
macropinosomas que introducen el medio en la 
célula (Fig. 38). 
Existe otro homólogo de sinaptobrevina en 
Dictyostelium, VAMP-7, que podría estar 
involucrado en la fusión de los lisosomas al 
compartimento macropinocítico después de su 
separación de la membrana plasmática23. En 
este estudio se especula sobre la posibilidad 
de que VAMP-7 se encuentre en la membrana 
de los lisosomas, facilitando la fusión de estos 
orgánulos degradativos con vesículas que se 
encargan de introducir nutrientes del exterior23. 
Como SybA parece encontrarse dentro de la 
célula en pequeñas esferas, y puesto que hay un 
defecto de crecimiento en HL-5 sin observarse, 
aparentemente, problemas en macropinocitosis, 
SybA podría encargarse de fusionar los lisosomas 
a los macropinosomas. Así, aunque la captación 
de medio fuera correcta, podría existir un defecto 
en la digestión debido a que no se puedan fusionar 
las vesículas mencionadas. Para conﬁrmar esta 
hipótesis, se hicieron ensayos de co-localización 
de SybA con lisosomas marcados con Lysotracker 
(marcador especíﬁco de Lisosomas). No se observó 
ninguna co-localización de SybA con vesículas 
cargadas con Lysotracker, es más, mientras que las 
vesículas cargadas con Lysotracker se sitúan en la 
zona central de la célula, SybA parecía localizarse 
en la periferia (Fig. 38).  
Figura 38. Estudios de co-localización de SybA con lisosomas y macropinosomas. 
Células que expresan la proteína de fusión GFP-SybA se incubaron con Lysotracker (marcador 
de lisosomas) o con TRITC-dextrano (introducido por macropinosomas) y se analizaron por 
microscopía confocal. Se muestran las fotografías correspondientes al canal verde (GFP), canal 
rojo (Lysotracker o TRITC-dextrano), campo claro y la superposición de los dos canales de color 
para determinar una posible co-localización. 
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Se realizaron otros estudios de co-localización 
de SybA con distintos marcadores celulares 
como bodipy-TR-ceramida  que marca retículo 
endoplásmico y Golgi, y tampoco se vio co-
localización alguna (datos no mostrados). Por tanto, 
no fuimos capaces de determinar la naturaleza del 
orgánulo o vesícula donde se encuentra SybA. 
En mamíferos existe una isoforma de VAMP-1, 
VAMP-1B, que posee una señal de localización 
mitocondrial111. VAMP-1 da origen a dos 
isoformas por procesamiento alternativo: VAMP-
1A y VAMP-1B. La primera se encuentra en 
las membranas de vesículas de la vía secretora, 
mientras que la segunda se localiza en la membrana 
de las mitocondrias. La diferencia de tamaño en la 
proteína es de sólo dos aminoácidos (118 para 1A 
y 116 para 1B) y su secuencia es idéntica, excepto 
por pequeñas diferencias en la zona C-terminal, 
que son las que determinan la localización de cada 
isoforma111. Estas tres pequeñas diferencias son 
las siguientes: 
1. La zona hidrofóbica de la isoforma 1A es mayor 
(22 aa) que la de la isoforma 1B (17 aa) .
2. Después de la zona hidrofóbica de 1A sólo hay 
un aminoácido, mientras que en el caso de 1B 
existen tres aminoácidos. 
3. Dos de los tres aminoácidos situados después 
de la zona hidrofóbica de 1B, están cargados 
positivamente. 
Estas diferencias son las que determinan la 
localización mitocondrial de la isoforma111. Otras 
proteínas que se localizan en mitocondrias (BCL-
2, monoamina oxidasa A y B, metaxina, etc), 
también poseen estas características: una zona 
hidrofóbica de menos de 20 aminoácidos y varios 
aminoácidos adicionales situados a continuación, 
varios de ellos cargados positivamente111,135.
La zona hidrofóbica de SybA está compuesta 
por 21 aa, existen tres aminoácidos después 
de dicha zona, y uno de ellos está cargado 
positivamente (Fig. 30). Es además interesante 
que la distribución celular de SybA muestra una 
gran similitud con la que puede observarse para 
proteínas mitocondriales en Dictyostelium251,126. 
La posibilidad de que SybA tenga una localización 
mitocondrial sería conﬁrmada o rechazada con 
experimentos de co-localización con marcadores 
especíﬁcos de mitocondrias. SybA podría estar 
facilitando la fusión de vesículas a la mitocondria 
para proveerla de las proteínas necesarias 
para su funcionamiento. A pesar de que las 
mitocondrias tienen su propio genoma, gran parte 
de las proteínas que requieren están codiﬁcadas 
en el núcleo celular y se sintetizan en el citosol, 
por lo que es necesario algún mecanismo de 
transporte desde su lugar de síntesis hasta la 
mitocondria4. Además de los mecanismos de 
transporte conocidos independientes de vesículas, 
podría existir transporte hacia las mitocondrias 
dependiente de vesículas y por lo tanto dependiente 
de un complejo SNARE que facilite la fusión de 
membranas. También podría existir un tráﬁco 
de metabolitos desde la mitocondria hacia otros 
orgánulos dependiente de vesículas. 
Otra posibilidad es que SybA esté jugando un papel 
en la fusión de mitocondrias. Hay dos procesos 
descritos que juegan un papel importante en el 
funcionamiento de las mitocondrias: la fusión y la 
ﬁsión de las mismas (revisado en 95). La fusión 
de mitocondrias individuales para formar grandes 
complejos generadores de energía es un mecanismo 
ampliamente extendido y que se conoce desde hace 
tiempo22. Los procesos de fusión y ﬁsión ocurren 
constantemente en las células, y la regulación de 
ambos procesos es imprescindible para mantener 
la morfología de la mitocondria. Cuando no se 
produce la fusión, la mitocondria se puede dividir 
en pequeños fragmentos debido a la ﬁsión y 
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perder su forma. Además de inﬂuir en la forma, 
los procesos de fusión son imprescindibles para 
mantener el funcionamiento de las mitocondrias. 
Células de mamífero donde fallan los mecanismos 
de fusión crecen más despacio debido a una baja 
capacidad respiratoria46 y ratones con fallos en la 
fusión mueren a lo largo del desarrollo45. Debido 
a que la formación de complejos SNARE media 
la fusión de muchos tipos de vesículas dentro 
de las células, e incluso pueden mediar la fusión 
entre células107, cabe la posibilidad de que algún 
mecanismo SNARE esté involucrado en la fusión 
de mitocondrias, y por lo tanto en mantener la 
morfología y el funcionamiento de las mismas. 
Si esto fuera cierto, y SybA estuviera actuando 
en la fusión de mitocondrias, su sobre-expresión 
podría alterar el funcionamiento mitocondrial, 
y como consecuencia afectar distintos procesos 
celulares. A pesar de que se han aislado múltiples 
componentes del mecanismo de fusión entre 
mitocondrias, no se ha encontrado ninguna de las 
moléculas de un posible complejo SNARE95. 
Si realmente SybA estuviera involucrada 
en el funcionamiento mitocondrial, ¿cómo 
afectaría esto a los defectos que hemos visto?. 
Recientemente hemos descrito que la proteína 
MidA en Dictyostelium presenta una localización 
mitocondrial y su falta de función compromete 
los niveles normales de ATP generando defectos 
en fagocitosis, macropinocitosis, crecimiento y 
tamaño celular entre otros251. Si la sobre-expresión 
de SybA generara algún tipo de disfunción 
mitocondrial que afectara la generación de energía, 
la célula podría responder frenando los procesos 
que sean más dependientes de energía, y entre 
ellos, el tráﬁco de membranas (incluido cualquier 
tipo de endocitosis). Si la célula no fuera capaz de 
mantener una correcta función mitocondrial para 
generar energía a partir de los nutrientes externos, 
se podría anular la captación de dichos nutrientes 
para evitar la acumulación no necesaria de alimento 
y un gasto metabólico innecesario. Recientemente 
se ha visto que macrófagos en los que se inhibe 
la función mitocondrial con fármacos, presentan 
una menor actividad fagocítica42. Además, 
una ausencia de SybA podría generar un fallo 
mitocondrial que condujese a muerte celular. Esto 
podría explicar el hecho de que no se haya podido 
generar cepas que no expresen sybA, o tengan una 
expresión reducida de esta proteína. Los defectos 
observados por la sobre-expresión de SybA se 
asocian fundamentalmente a la fase de crecimiento 
vegetativo. Esto puede no estar en concordancia 
con su patrón de expresión (Fig. 29) que muestra 
niveles casi indetectables durante el crecimiento. 
Es posible que el homólogo de sybA, descrito 
anteriormente (DDB0219546), sea la forma 
predominante durante la fase vegetativa y que la 
sobre-expresión de sybA esté, en cualquier caso, 







A. Regulación de srfA por promotores alternativos
La expresión del gen srfA en Dictyostelium está regulada por varios promotores que dirigen la expresión 
en distintos estadios del desarrollo y en distintos tipos celulares. Estos promotores son fundamentales para 
que srfA desempeñe diversas funciones durante el desarrollo, habiéndose vinculado cada uno de ellos a un 
estadio y proceso especíﬁco. 
El Promotor 2 dirige la expresión de srfA en la zona de pre-tallo durante los estadios de culminante temprano 
y “ﬁnger”, y en la totalidad de la estructura de “slug”. La expresión de srfA bajo este promotor en cepas 
srfA-, es capaz de recuperar la funcionalidad y la forma de estas estructuras migratorias. 
La región promotora 3+4 dirige la expresión de srfA en la zona pre-espora. La expresión de srfA bajo este 
conjunto de promotores es capaz de recuperar el defecto asociado a la esporulación de la cepa srfA-. 
B. sig1
El gen sig1, aislado como un gen cuya expresión es dependiente de srfA durante el estadio de “slug”, presenta 
múltiples homólogos con una alta identidad, repartidos en varios cromosomas. Todos ellos codiﬁcan unas 
hipotéticas proteínas que rondan los 100 aminoácidos, y tienen una estructura génica caracterizada por la 
presencia de un primer exón de unas 13 pb, un intrón y un segundo exón. Los genes de mayor identidad con 
el original sig1p1 se encuentran localizados en el cromosoma 2 y se pueden dividir en dos grupos de genes 
muy similares entre sí. 
Los genes del Grupo 1 muestran una expresión basal desde las 2 horas del desarrollo, con una fuerte 
inducción a partir de las 12 horas. La falta de fenotipo asociado a cepas de Sobre-expresión, RNAi, KO 
o el uso de anticuerpos especíﬁcos, no ha permitido establecer una función molecular para este grupo de 
genes. 
Los genes del Grupo 2 muestran una expresión a las 10 horas, con una fuerte inducción a partir de las 14 
horas. La inhibición del desarrollo gracias al uso de anticuerpos especíﬁcos, y la dependencia del factor de 
transcripción GBF, nos hacen pensar en un posible papel en el mantenimiento de la estructura del “mound” 
durante el desarrollo de Dictyostelium. 
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C. sybA
sybA es un homólogo a Sinaptobrevina cuya expresión en los estadios ﬁnales del desarrollo es dependiente 
de srfA. No hemos logrado obtener cepas donde se haya eliminado o disminuido la expresión del gen, por 
lo que podría tratarse de un gen esencial para la fase de crecimiento de Dictyostelium. 
La sobre-expresión de sybA produce defectos en los procesos de crecimiento en medio líquido, fagocitosis 
y exocitosis. Estos defectos, podrían implicar a sybA en alguna de las rutas de fusión de vesículas que se 
produce durante el tráﬁco celular. Proteínas de fusión GFP-SybA muestran una localización punteada en 
zonas de la periferia celular que recuerda localizaciones mitocondriales. No presentan co-localización con 
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Introduction
Dictyostelium, often referred to as “slime mould” or “social
amoeba”, was first described in the mid-1800s and initially classi-
fied as a fungus (Brefeld, 1869). It soon became clear that
Dictyostelium is not a true fungus since it lacks vegetative hyphae.
Phylogenetic analysis of the sequence of its proteins led to the
classification of Dictyostelium, together with Physarum and
Planoprotostelium, as a monophyletic group which is different to
animals, fungi, plants and protists but more closely related to
animals and fungi (Loomis and Smith, 1995; Baldauf and Doolittle,
1997). Multicellular morphogenesis of this simple eukaryote pro-
vides excellent opportunities to investigate several basic principles
of developmental biology. Cell movement, cell type determination,
spatial patterning, coordination between morphogenesis and gene
expression, etc., are among the central aspects that are shared by
any developmental process. The availability of an extensive reper-
toire of well-developed biochemical and molecular genetic tech-
niques has permitted an elucidation of the molecular mechanisms
that coordinate these aspects of multicellular development. The
sequencing of the Dictyostelium genome, which is nearing comple-
tion, will also provide the opportunity to study the function of genes
that are shared with more complex organisms.
The aim of this review is, on the one hand, to briefly summarize
the biochemical and molecular genetic aspects that make
Dictyostelium such an interesting and advantageous model sys-
Anexo
172     
820       R. Escalante and J.J. Vicente
tem. On the other hand, many of the molecular components
underlying several aspects of Dictyostelium multicellular develop-
ment have been identified. The regulatory networks in which they
participate are slowly being elucidated and we shall discuss some of
these in detail. The conservation of these signaling components
throughout evolution means that many of the principles learned from
Dictyostelium can be easily applied to more complex organisms.
The morphological development and genome of
Dictyostelium discoideum
Dictyostelium is a unicellular microorganism that feeds on
bacteria and divides by simple binary division every 8-10 hours.
Under starvation, cells become chemotactically sensitive to gradi-
ents of cAMP which is released from aggregation centers in a
pulsatile fashion. Cells eventually converge into aggregates of
approximately 100,000 cells. A complex extracellular matrix of
protein, cellulose and polysaccharides (Freeze and Loomis,
1977a,b; Zhou-Chou et al., 1995) surrounds the cells to form a
sheath that isolates the developing structure. In the laboratory,
Dictyostelium cells can be grown in axenic media that allows the
recovery of large quantities of cells (Sussman, 1987). Develop-
ment can be induced synchronously by washing the cells free of
nutrients, and laying them on agar plates or nitrocellulose filters
supported by buffered pads (Spudich, 1987) (Fig. 1).
After aggregation, several cell types arise that will organize
themselves spatially in the developing structure (Fig. 2). A tip is
formed in the aggregate that elongates to give rise to a finger-shaped
structure. This finger may initiate a transient period of migration
named slug stage (see below). The anterior 20% region of the finger
(and also the slug) is composed of prestalk cells that will eventually
form the stalk at culmination. Prestalk cells are not a homogeneous
population. The study of the promoter activity of the gene encoding
the extracellular matrix protein EcmA defined two subpopulations of
prestalk (pst) cells: pstA cells, located at the most anterior part, and
pstO cells, that lie at the posterior part of the prestalk region (Early et
al., 1993). A central core of cells in the prestalk region expresses
another extracellular matrix protein, EcmB. The expression of this
Fig. 1. Dictyostelium development. Under conditions of starvation, Dictyostelium cells aggregate in
response to extracellular cAMP pulses to form a fruiting body containing spores. A cartoon of the timing
and different developmental stages is shown at the top, together with representative pictures below. The
slug, a transient migratory structure, can be formed after the finger stage under appropriate conditions and
is shown at the bottom of the figure. After a variable period of migration, the structure resumes culmination
at the mexican hat stage. This developmental program can be easily reproduced in the laboratory. Thus,
Dictyostelium is a very useful model which can help to answer important scientific questions regarding cell
type differentiation and morphogenesis.
protein, together with EcmA defines the
pstAB cells (Jermyn and Williams, 1991;
Ceccarelli et al., 1991). Another type of
cell, the anterior-like cell (ALC) is dis-
persed throughout the structure. ALCs
are very heterogeneous in their pattern of
gene expression, and subpopulations of
ALCs express either ecmA or ecmB, both
of these markers, or even neither of them
(Gaskell et al., 1992). During terminal
differentiation, some anterior-like cells
move upwards to form the upper cup
whereas other ALCs migrate downwards
to form the lower cup that surrounds the
sorus (Jermyn and Williams, 1991). This
cell type also contributes to the formation
of the basal disc that attaches the stalk to
the substratum (Jermyn et al., 1996) (see
Fig. 2 for a schematic representation).
Cells fated to become spores (prespore
cells) are located in the posterior region of
the finger. Prespore cells express spe-
cific gene products such as the spore
coat proteins encoded by the cotA, cotB
and cotC genes (Fosnaugh and Loomis,
1989a,b; Fosnaugh and Loomis, 1991).
At the finger stage and depending on
environmental conditions, Dictyostelium
structures must choose between two
developmental pathways: either direct
culmination at the site of aggregation or
transient formation of migrating slugs, the
latter allowing culmination in a different
spot. Experimental conditions can affect
the choice between these pathways,
which are believed to involve different
gene expression programs (Ellingson et
al., 1971; Spudich, 1987). The influence
of buffered conditions on the choice be-
tween slug formation or direct culmina-
tion is well documented (Spudich, 1987).
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Moreover, a recent report by Kellerman and McNally has shown how
cell density and buffered conditions also affect mound-cell motion
and modes of slug formation. The tendency to the formation of
migrating slugs is even different between laboratory strains (Kellerman
and McNally, 1999).
Slugs are phototactic and thermotactic and their migration is
achieved by the coordinated movement of individual cells that make
traction on the surface sheath, which is continuously produced and
left behind as the slug moves. Cells in the posterior region have linear
trajectories, but prestalk cells in the anterior zone rotate around the
long axis (Siegert and Weijer, 1992; Siegert and Weijer, 1995). It has
been proposed that spiral scroll waves of cAMP in the prestalk zone
organize cell movement at the mound and slug stage (Dormann et
al., 1998), in addition to chemotactic movement during aggregation.
Orchestrating culmination requires coordination of cell movement
and terminal differentiation of each cell type. The prestalk cells from
the tip build the stalk tube, which grows from the top downwards to
lift the spore head over the substratum, thus favoring the dispersal of
spores. It has been proposed that during culmination, there are at
least two signaling centers that must be coordinated. One is com-
posed of the prestalk cells at the tip, which will eventually form the
stalk. The second center is made up of the anterior-like cells, which
form the basal disc and permit the attachment of the structure to the
substratum (Dormann et al., 1996).
The Dictyostelium genome is haploid, and has a size of approxi-
mately 34 Mb organized in six chromosomes (Loomis et al., 1995;
Kuspa and Loomis, 1996). The ribosomal RNAs are encoded by
copies of extrachromosomal DNA which comprises nearly 18% of
the nuclear DNA mass (Cockburn et al., 1976; Cockburn et al., 1978).
The mitochondrial genome also comprises a third of the total cell
DNA and has already been sequenced (Cole and Williams, 1994).
The A+T content of the DNA in Dictyostelium is very high. In
protein coding regions the base composition is skewed to an average
of 60-70% (A+T) but the regions that do not code for proteins contain
a much higher A+T content (around 80-95%). These regions of high
A+T content include the 5´ and 3´-untranslated sequences of mRNAs
and the introns. It is therefore, relatively easy to predict the organiza-
tion of the genes. Introns are usually short (approximately 100-200
bp) and the average number of introns per gene is about 1 to 2.
The Dictyostelium genome is in the process of being sequenced
by an international consortium (DFG at Jena, the NIH sequencing
at Baylor College and the EU sequencing at the Sanger Center).
The strategy is based on a chromosomal shotgun methodology
and the raw data are now available (http://www.sdsc.edu/mpr/
dicty/). The number of the genes estimated to be present in the
Dictyostelium genome is about 8,000-10,000 (Loomis and Kuspa,
1997). If confirmed, this number would be between the 6,000 of
yeast and 13,000 of Drosophila. A cDNA sequencing project, in
progress in Japan over the last few years, is also providing
invaluable sequence data on genes which are specifically ex-
pressed at different developmental stages (http://
www.csm.biol.tsukuba.ac.jp/cDNAproject.html).
Tools used to study Dictyostelium - Biochemistry and
Molecular Genetics
Transformation
There are several available selection markers, including neo-
mycin, blasticidin, hygromicyn, bleomicyn, uracil and thymidine,
but the former two are the most commonly used. Transformation
is generally achieved with high efficiency by electroporation
(Pang et al., 1999). The selection can be performed in culture
plates with liquid media supplemented at the appropriate concen-
tration with antibiotic. The cells attach to the plastic and grow as
independent foci. Hundreds of independent transformant foci are
routinely obtained per plate. After 10 days of selection there are
enough cells for subsequent studies if the transformants are
desired to be analyzed as a pool. Alternatively, clonal isolation
can be obtained by plating dilutions of cells in association with
bacteria.
The constructs are integrated randomly in the genome as
tandem repeats of variable number of copies, but also non-
integrative extra-chromosomal plasmids are available. Several
well characterized promoters can be used to drive the expression
of the gene under study to the appropriate time and place of the
developing structure. The prestalk ecmA and ecmB promoters
and the prespore cotB promoter are routinely used for cell type
specific expression. Several actin promoters are also available for
high level of expression throughout the vegetative stage and
development in all the cell types. Inducible promoters, such as the
one controlled by tetracycline, provide tight control of the level of
gene expression (Blaauw et al., 2000).
Fig. 2. Different cell types and their fate at culmination. Despite its
simplicity, Dictyostelium development involves early cell type differentia-
tion. The different cell types can be recognized by the expression of
specific cell markers (see text for details). (A) These cell types are
represented in this cartoon by different colors in the slug (the same pattern
can also be recognized at the finger stage). (B) At culmination, the prespore
cells in blue end up as spore-cells in the sorus. The different prestalk cell
types (represented by different red intensities in the slug) will eventually
die to form the stalk and the basal disc that supports the structure.
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Restriction-enzyme-mediated integration (REMI)
In Dictyostelium many mutants showing alterations in several
aspects of multicellular development have been obtained by chemi-
cal mutagenesis (Loomis, 1975), but the isolation of the mutated
gene is very difficult and must rely on genome mapping or func-
tional complementation. Insertional mutagenesis by Restriction
Enzyme-Mediated Integration (REMI) is a powerful technique
(Kuspa and Loomis, 1992) that enables the rapid identification of
the disrupted gene. REMI was first applied successfully in yeast
and is basically described in Fig. 3. The introduction of a restriction
enzyme, together with the linearized plasmid, will create compat-
ible integration sites in the genome increasing the efficiency of
transformation. For example, the restriction enzyme DpnII (which
recognizes the 4-base sequence GATC and generates GATC
overhangs) will allow the integration of a plasmid cut with the
compatible restriction enzyme BamHI (that recognizes the 6-base
sequence GGATCC). The frequency of DpnII-sites in the genome
is much higher than that of BamHI covering a wider spectrum of
potential target genes. After electroporation, some plasmids will
integrate into the appropriate restriction sites of the genome. If the
insertion interrupts a gene necessary for development, the result-
ing phenotype can be easily identified, and the strain recovered for
further manipulation. The identification of the mutated gene is
accomplished by the isolation of the regions flanking the insertion
site by plasmid rescue. These DNA regions provide sequence
information that may identify the gene, and also may provide
probes to screen cDNA libraries for its complete characterization.
A subsequent replica of the disruption must be performed by
homologous recombination in a fresh wild type strain to assure that
the observed phenotype is caused exclusively by the knockout
event and to rule out the possibility of secondary mutations.
Disruption of genes by homologous recombination
Homologous recombination in Dictyostelium is very efficient
and is commonly used to knockout genes by gene disruption. Since
Dictyostelium is haploid the consequences of the mutation can be
determined directly in the clonal isolate without further manipula-
tion. Vegetative growth and multicellular development are some-
what independent in Dictyostelium, so many genes that are neces-
sary for development are dispensable for growth, expanding the
number of potential genes available by knock-out analysis.
Blasticidin is the most common and efficient selection for knockout
experiments (Adachi et al., 1994). The size requirements of the
flanking regions surrounding the resistance cassette are variable
but in general 0.3-0.4 Kb should be sufficient to render the required
specificity. The result of a typical knockout experiment may be
within reach in just a couple a weeks.
Suppressor screening
Second-site suppressor analysis is a powerful genetic method
that allows the identification of components of complex signal
transduction pathways. It is based on the identification of a second
mutation that overcomes the defect of the primary mutation. The
method is only feasible if there is a way to screen for the revertants.
In summary, second site mutagenesis is performed on the mutant
background using REMI, that later will allow the recovery of the
gene acting as suppressor. After antibiotic selection, the
transformants must be screened for clones that display total or
partial recovery of the phenotype. The disrupted gene is expected
to act as a negative component downstream of the primary defect
in a given signal transduction pathway (Shaulsky et al., 1996). For
example, the mutation of tagB, which encodes a multidrug resist-
ance transporter (MDR), blocked sporulation. A second-site sup-
pressor screening performed on the tagB mutant revealed several
genes whose disruption partially bypassed the sporulation defect.
One of these suppressors of tagB mutation was found to be a
phosphodiesterase, that plays an essential role in the control of
terminal differentiation, and will be described later in detail (Shaulsky
et al., 1996).
Fig. 3. Restriction enzyme-mediated integration (REMI). REMI is a
successful technique that has allowed the identification of many genes
involved in Dictyostelium development. A restriction enzyme(DpnII) is
used to create insertion sites in the genome, for a plasmid containing
compatible sites (BamHI) and a resistance cassette(BS r), which permits
selection of transformants. A proportion of these transformants will show
abnormal development due to gene insertion in a gene essential for any
aspect of the Dictyostelium morphogenetic program. Plasmid rescue of
the genomic regions flanking the locus of the insertion will provide
sequence information for the identification of the gene. Re-creation of the
mutant phenotype, either in the wild type or any other strain of interest, can
be obtained by homologous recombination using the same recovered
plasmid containing the flanking regions of the gene.
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In situ hybridization and lacZ staining for gene expression
studies
During Dictyostelium development cell type differentiation and
gene expression patterns are tightly controlled. Many mutants
display abnormalities on these aspects that can be studied by
following the pattern of expression of several cell type specific
markers. The in situ hybridization technique for mRNA detection
(Escalante and Loomis, 1995) and lacZ staining to follow promoter
activity (Dingermann et al., 1989), are the most used tools to enable
accurate observation at a single cell level. Nucleic acid probes and
well-characterized promoters fused to lacZ are available and cover
most Dictyostelium cell types. As an example of the most common
markers, structures hybridized with specific riboprobes are shown
in Fig. 4 (compare the patterns to those represented in the cartoon
of Fig. 2). EcmA is an extracellular matrix protein which represents
a specific marker for prestalk and stalk cells. EcmB, another
extracellular matrix protein is expressed in a subset of prestalk
cells at the core of the prestalk region and in anterior-like cells.
CotB is a spore coat protein specific for prespore and spore cells.
Similarly, the pattern of expression of newly identified genes
can be easily determined by in situ hybridization. The lacZ
technique can also be used but requires the cloning of the relevant
promoter and the isolation of transformants carrying the con-
struct. On the other hand, this technique is essential when a
detailed study of complex promoters (i.e. alternative promoters)
has to be performed. Due to its higher sensitivity, lacZ is also the
technique of choice when the gene of interest is expressed at very
low levels. The interpretation of LacZ experiments must take into
account the stability of β-galactosidase at the protein level. This
may raise the question of whether the expression seen at a certain
developmental time is real or the reflection of a previous active
expression of the gene that was subsequently turned off. It is
therefore desirable to use short-life forms of β-galactosidase
(Detterbeck et al., 1994) or confirm the pattern observed by the
detection of mRNA by in situ hybridization. The use of the green-
fluorescence protein (GFP) as a cell marker or fused to the protein
of interest is also providing excellent opportunities to study in vivo
cell movement in the aggregate and subcellular localization of
proteins (Jin et al., 2000).
Mixing experiments for detection of subtle phenotypes and
extracellular signaling pathways
It is frequently of interest to challenge a mutant strain to compete
with the wild type during development. For example, gene mutation
experiments can result in an apparently normal phenotype due to
the fact that Dictyostelium exhibits developmental plasticity which
allows the morphogenetic program to overcome such defects.
Such “masked” phenotypes as they are termed can be sometimes
revealed by mixing and competition with wild type or under special
conditions (Ponte et al., 1998). In Dictyostelium such experiments
are easy to perform and can be very informative. Cells from both
strains are grown separately and mixed at the desired proportions
to initiate development. One of them is usually labeled genetically
with lacZ to determine the distribution of each strain in the devel-
oping structures. Some subtle defects may only be revealed when
the mutant cells have to compete with wild type for the formation of
the different cell types and structures. Figure 5 displays an exam-
ple of such experiments in which migA mutant cells, with a defect
in chemotaxis, are relegated to the edge of the streams that
eventually form the aggregate (Escalante et al., 1997).
The mixing experiments may also answer questions about the
cell autonomy of a certain defect and also reveal the presence of
extracellular signaling. For example, the block on sporulation
generated by the mutation in the MDR transporter TagB can be
efficiently overcome by the presence, in the developing structures,
of a small proportion of wild type cells (Shaulsky et al., 1995). This
defect in sporulation is therefore non cell-autonomous, suggesting
that wild type cells were providing an extracellular signal necessary
for sporulation that was absent in the mutant (this will be described
later in more detail).
Regulatory pathways in Dictyostelium development
Chemotaxis and aggregation
Chemotaxis is a process by which cells display directional
movement towards the source of diffusible chemicals and plays
important roles in a wide variety of phenomena, including the
migration of mammalian phagocytic cells such as neutrophils and
macrophages, axonal targeting and morphogenesis. During growth,
Dictyostelium cells show chemotaxis to folate, a bacterial by-
product, to locate their food source (Pan et al., 1972). During
starvation, Dictyostelium amoebae become responsive to cAMP,
another chemoattractant which they release in pulses and which
governs the process of aggregation.
During growth, cells continuously secrete the autocrine factor
PSF (prestarvation factor), a 68-kDa protein. Its concentration
serves to monitor cell density (Clarke et al., 1988). The response
Fig. 4. Different cell types revealed by in situ hybridization. Structures
at different stages of development were hybridized with specific riboprobes
to study cell type differentiation and morphogenesis. EcmA and EcmB are
prestalk-specific extracellular matrix proteins whereas cotB is a prespore-
specific spore coat protein.
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of the cells to PSF is inhibited by the bacteria used as a food supply,
and this allows the cells to determine their own density in relation
to bacteria and to prepare themselves for imminent starvation
(reviewed by Clarke and Gomer, 1995). Discoidins are 26 kDa and
28 kDa lectins which are believed to play a role in cytoskeletal
organization and cell morphology during aggregation (Alexander
et al., 1992). Genes encoding these discoidins are among the first
to be induced by PSF (Rathi et al., 1991; Rathi and Clarke, 1992).
Later, following food depletion, another protein, CMF (condition
medium factor) (Clarke and Gomer, 1995), is released into the
medium. This protein is essential to initiate the cAMP relay system,
which is necessary for the cells to aggregate (Yuen et al., 1995; van
Haastert et al., 1996; Brazill et al., 1998). Components of the cAMP
relay system, like cAMP receptors (cARs) and adenylyl cyclase
(ACA), are maximally expressed to allow the production of cAMP and
the subsequent chemotactic response. The signaling pathways
activated by cAMP and CMF are necessary to relay the signal,
regulate chemotaxis and control developmental gene expression.
There are four receptors for extracellular cAMP (cAR1-4) that
are sequentially expressed during Dictyostelium development.
These receptors display different cell type specificities and differ-
ent affinities for cAMP. Thus cAR 1 and 3 have high affinity for
cAMP, whereas cAR 2 and 4 have low affinities for this ligand.
(Klein et al., 1988; Saxe III et al., 1993; Johnson et al., 1993; Louis
et al., 1994). cARs belong to the seven-transmembrane (7TM)
receptor family, together with a wide variety of neurotransmitter
receptors and hormone receptors of higher eukaryotes. The high-
affinity cAR1 receptor is the first to be expressed and it is the main
receptor involved in aggregation (Sun and Devreotes, 1991). The
other high-affinity cAMP receptor, cAR3, is partially redundant and
can mediate most cAR1-dependent signaling (Insall et al., 1994).
Upon cAMP binding to the receptor, the signal is transduced into
the cell through heterotrimeric G-protein-dependent and also -
independent pathways (see Fig. 6 for a schematic description of
the pathways controlling aggregation).
tion of a guanylyl cyclase required for chemotaxis and rearrangement
of the actin and myosin cytoskeleton; (c) PLC activation and (d)
activation of the protein kinase Akt/PKB necessary for sensing and
responding to the chemoattractant gradient (Meili et al., 1999).
(a) The activation of ACA is mediated by the βγ-subunit com-
plex (Wu et al., 1995) with the requirement of two cytosolic
regulators: the PH (pleckstrin homology) domain-containing pro-
tein CRAC (Cytosolic Regulator of ACA) and Pianissimo (Insall et
al., 1994; Chen et al., 1997). CRAC is transiently translocated to
the membrane of the leading edge of chemotactic cells and it is
believed to act as an adaptor between the βγ-complex and ACA
(Parent et al., 1998). No homologs of CRAC have been identified
so far in other systems. Pianissimo is also essential for the
activation of ACA and homologs have been found in S. cerevisiae
and S. pombe. It is not clear at what point Pianissimo functions. It
may be required to mediate the binding of CRAC, or act after CRAC
has bound to the membrane (Parent et al., 1998). It is interesting
to note that while CRAC binds to the membrane within seconds
after cAMP stimulation, the production of cAMP takes a minute,
suggesting that there must be additional steps between CRAC
translocation and the activation of the adenylyl cyclase (Parent et
al., 1998).
Surprisingly, another component necessary for this receptor-
mediated activation of ACA is the MAP Kinase ERK2 (Segall et al.,
1995). It is not known whether ERK2 acts directly on any of the
components of the signal transduction pathway discussed above,
or more indirectly, on the expression of other unknown essential
elements. As expected, the mutants on CRAC, Pianissimo or
ERK2 are unable to aggregate. However, they respond chemotac-
tically to exogenously added cAMP to some extent, suggesting that
the primary defect in these mutants is the absence of ACA
activation, rather than an alteration in the ability of the cells to move.
Other components of the Ras pathway are also necessary for
ACA activation but they also lead to additional chemotaxis defects.
Fig. 5. Dictyostelium mixing experiments. When two different strains develop in the same
structure, any slight abnormality may become evident due to competition between them. In this
example, a mutant in chemotaxis (in the gene migA) was mixed with wild type and the mix was
allowed to develop. The mutant strain contains a β-galactosidase expression plasmid to
facilitate detection. (A) Several aggregating structures show how the mutant blue cells are
relegated to the edges of the streams of cells that are converging in the mounds. (B) A finger
shows the anterior region exclusively formed by wild type cells.
G-protein independent pathways have been
revealed by the analysis of cAMP-dependent re-
sponses in mutants lacking Gα2 or Gβ subunits.
These responses include calcium uptake (Milne et
al., 1995), tyrosine phosphorylation of ERK2
(Maeda et al., 1996) and post aggregative gene
expression mediated by the G-box binding factor
(GBF) transcription factor (Schnitzler et al., 1995;
see later). The molecular mechanisms of the
transmission of the signal for these G-protein
independent effects are unknown.
Eight G-protein α-subunits have been isolated
(reviewed by Parent and Devreotes, 1996), but
only Gα2 seems to be coupled to cAR1 and cAR3
during aggregation to mediate all the responses
(Kumagai et al., 1989; Kumagai et al., 1991).
There is a single constitutively expressed β-subunit
(Wu et al., 1995) while the γ-subunit gene has not
yet been described. cAMP binding to cAR1/cAR3
induces the exchange of GDP for GTP in the Gα2
subunit and the dissociation of Gα2 from Gβγ. This
pathway leads to several responses: (a) the acti-
vation of the 12-transmembrane adenylyl cyclase
(ACA) essential for the cAMP relay; (b) the activa-
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These include Aimless, a Ras-guanine nucleotide exchange factor
(GEF) (Insall et al., 1996) and the Ras-interacting protein RIP3,
which shares no general homology with any known protein (Lee et
al., 1999). It is possible that these are components of the same
Ras-regulated pathway. RIP3 interacts in vitro with RasG but the
phenotype of the RasG null mutant is not the same as that of
Aimless and RIP3, suggesting that these components interact with
another not-yet-identified Ras protein. Alternatively, they may
have other unknown functions independent of their interaction with
Ras (Lee et al., 1999).
To generate the oscillatory waves of extracellular cAMP and the
outward propagation of the signal, which are necessary for the
formation of the aggregation territories, this cAMP relay pathway
must adapt rapidly (reviewed by Parent and Devreotes, 1996) so that
the adenylyl cyclase (ACA), which generates the cAMP, can not be
further activated until extracellular cAMP has been degraded by a
phosphodiesterase (PDE) (Podgorski et al., 1988; Franke et al.,
1991; Hall et al., 1993). The cells regain sensitivity in a few minutes
and these cycles of refractory and responsive states govern the
pulses of extracellular cAMP every 5-6 minutes for several hours.
The chemotactic movement of the cells towards these cAMP gradi-
ents eventually leads to the formation of the aggregates. The activity
of the PDE is also regulated by an inhibitor (PDI).
A fraction of the cAMP produced by the ACA remains within the
cell to activate the cAMP-dependent protein kinase A (PKA). It has
been proposed that the regulation of the level of intracellular cAMP
is also involved in pathways required for the pulses of ACA
activation during aggregation. According to this model, phospho-
rylation of the internal phosphodiesterase RegA by ERK2 will
inhibit RegA activity and consequently, intracellular cAMP will rise
and activate PKA. PKA in turn will inhibit ERK2 in an inhibitory loop
that may also involve Ras (Aubry et al., 1996; Laub and Loomis,
1998). As also proposed in this model, PKA may either directly or
indirectly phosphorylate the receptor cAR1 causing loss of ligand
binding. When the levels of internal cAMP are decreased by the
activity of RegA, PKA is inhibited and protein phosphatases return
cAR1 to its high-affinity state (Laub and Loomis, 1998).
(b)The activation of guanylyl cyclase; the gene encoding this
enzyme has not yet been identified, but defects in the production
of cGMP were observed in several mutants obtained by chemical
mutagenesis. They were found to have abnormal chemotactic
directionality and amoeboid movement leading to aggregation-
less phenotypes (Kuwayama et al., 1993). Similarly, mutants of
StmF, a cGMP phosphodiesterase, display an extended cGMP
response and abnormal chemotactic orientation (van Haastert et
al., 1982). The activation of guanylyl cyclase by cAR1 requires the
G-protein Gα2 and interestingly, the MAP kinase kinase DdMEK1
(Ma et al., 1997). The loss of function of this MAP kinase kinase
does not affect the activation of the MAP kinase ERK2 mentioned
above, suggesting the presence of two different MAP kinase
cascades involved in aggregation: one contains ERK2, required for
cAMP-mediated activation of adenylyl cyclase as described in (a)
and the other, contains DdMEK1, essential for the cAMP-mediated
activation of guanylyl cyclase.
(c) PLC activation in response to cAMP pulses elevates IP3
levels and this response is also mediated by Gα2 (Bominaar and
van Haastert, 1994), but the relevance of IP3 signaling in aggre-
gation remains controversial. Cells in which PLC has been knocked
out show no distinctive phenotype (Drayer et al., 1994) but it is
important to point out that this mutant can generate IP3 by a
different mechanism (the breakdown of IP5). The knockout of the
prolyl oligopeptidase gene enhances the conversion of IP5 to IP3.
The increase in IP3 through this pathway counteracts the effects
of lithium which inhibits aggregation by reducing IP3 levels
Fig. 6. Signal transduction
pathways regulating chemo-
taxis and aggregation in
Dictyostelium.Model illustrat-
ing the signal transduction path-
ways following activation of
cAMP receptors. This leads to
several responses: the signal
relayed by the activation of
adenylyl cyclase ACA; activa-
tion of the guanylyl cyclase
(GCA) which leads to chemo-
tactic cell movement; activa-
tion of Akt/PKB; activation of
PLC and calcium release, and
activation of PKA which is re-
quired for gene expression
events. C, R, Catalytic and Regu-
latory subunits of PKA respec-
tively. PDE, secreted phos-
phodiesterase. (See text for de-
tails).
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(Williams et al., 1999). This indicates that IP3 signaling is impor-
tant for aggregation. The opposite idea comes from the analysis
of mutants of the IP3 receptor IplA. This mutant shows no calcium
entry in response to cAMP. Nevertheless, the cells did not show
any defect in chemotaxis suggesting that IP3-dependent calcium
signaling may not be required during aggregation (Traynor et al.,
2000). Finally, the interaction between cAMP and CMF signaling
involves PLC activity and IP3. The CMF protein binds to its G-
protein coupled receptor causing the activation of PLC through
Gα1. Through an unknown mechanism, PLC inhibits the GTPase
activity of Gα2 (the α-subunit coupled to cAR1), thus prolonging
the life-time of the active form Gα2-GTP, which is necessary to
activate its downstream effectors (Brazill et al., 1998).
(d) Activation of the protein kinase Akt/PKB; this Dictyostelium
protein kinase, which is a homologue of the mammalian Akt/PKB,
is also essential for chemotaxis. Cells with mutated kinase are
unable to polarize properly in cAMP gradients and they move
slower than wild type cells (Meili et al., 1999). Activation of this
kinase involves the cAMP receptor cAR1 and is dependent on the
coupled heterotrimeric G-protein and PI3-kinase. The fusion of the
PH domain of Akt/PKB to green fluorescent protein (GFP) demon-
strated a transient translocation of the protein to the leading edge
of chemotactic cells upon receptor stimulation.
The cAMP pulses during aggregation induce, in a feed back loop,
the maximal level of gene expression of the components involved in
the signal relay and chemotaxis. The intracellular pathways leading
to the regulation of gene expression from the receptor to the nucleus
are largely unknown. However, it is known that this aggregation-
stage gene expression mainly depends on the cAMP-dependent
protein kinase A (PKA), which also plays multiple functions in
Dictyostelium development, as will be described throughout the
review. PKA is composed of a single regulatory subunit and a single
catalytic subunit (de Gunzburg et al., 1984). The binding of cAMP to
the regulatory subunit dissociates the heterodimer, activating the
catalytic subunit. Null mutants in the PKA catalytic subunit do not
express ACA, which is essential for cAMP production, and therefore
generates an aggregation-defective mutant (Mann et al., 1997).
However, PKA must display additional functions during aggregation
besides its role in ACA expression, since the constitutive expression
of the non-G-protein coupled adenylyl cyclase ACG in PKA null cells
does not rescue aggregation, although ACG can complement the
aggregation-less phenotype of ACA (Mann et al., 1997). PKA also
regulates discoidin gene expression during growth and early devel-
opment (Primpke et al., 2000).
ACA expression is also dependent on two other components:
the Myb-related transcription factor DdMyb2 (Otsuka and van
Haastert, 1998) and AmiB , a novel protein of unknown biochemical
function (Kon et al., 2000). Cells bearing null mutants of these
components do not express detectable levels of ACA and display
an aggregation-less phenotype. The overexpression of the cata-
lytic subunit of PKA or DdMyb2 in the amiB null mutant rescues
ACA expression and development suggesting the possibility that
these three components may function in the same or related
pathways to control ACA expression.
Several experimental observations on the role of extracellular
and intracellular cAMP in the regulation of gene expression were
controversial before the discovery of a third adenylyl cyclase. ACA
null cells were thought to have no internal cAMP and therefore no
active PKA, since the other adenylyl cyclase known at that time,
ACG, is only expressed during the germination of spores (Pitt et al.,
1992). Nevertheless, aggregation-stage and post aggregation-
stage gene expression can be induced by artificial extracellular
pulses of cAMP in ACA null mutants (Pitt et al., 1993). Moreover,
the ACA nulls can also be induced to develop into viable spores by
synergy with wild-type cells in mixing experiments to form small but
well-proportioned fruiting bodies (Pitt et al., 1993). This paradox
between the requirement for PKA activation and the apparent
dispensability for intracellular cAMP led to the idea that PKA might
be activated in a way independent of cAMP binding to the regula-
tory subunit. This concept was challenged by the discovery of
another adenylyl cyclase activity (ACB) that may provide intracel-
lular cAMP to induce PKA activation even in the absence of ACA
(Kim et al., 1998). This adenylyl cyclase is not regulated by G-
proteins and its activity can be detected during growth and early
development. Recently, this adenylyl cyclase has been cloned and
renamed as ACR (Söderbom et al., 1999). This gene encodes a
composite protein with an adenylyl cyclase domain and a response
regulator domain (Söderbom et al., 1999). The response regulator
domain of ACR suggests that the activity of this enzyme might be
regulated by phosphorylation of the conserved aspartate through
phosphorelay from a histidine kinase that remains to be identified.
The activity of ACR during growth and aggregation does not seem
to be essential, since the phenotype of ACR null mutants is only
apparent during culmination.
The molecular basis of how eukaryotic cells sense and interpret
a chemical gradient is poorly understood. A chemotactic mutant,
isolated by REMI, shows a very specific defect in the assessment
of cAMP gradients without any abnormal random cell movement
behaviour. The gene responsible for this phenotype encodes a
novel protein, MigA, with a BTB domain near the N-terminus that
may be involved in protein-protein interactions (Escalante et al.,
1997). However, the biochemical role of this protein remains
unknown. More recently, several reports have shown that gradi-
ents of chemoattractants elicit asymmetrical signaling events in the
cell, even though the receptors are uniformly distributed over the
cell surface. The specific translocation of CRAC to the leading
edge of chemotactic cells (Parent et al., 1998) and the anterior-
posterior localization of G-protein βγ-subunits suggest that local-
ized activation of receptor-mediated heterotrimeric G-proteins
may be part of a general mechanism for gradient sensing (Jin et al.,
2000).
Little is known about the mechanisms that govern regulation of
size during metazoan development. Dictyostelium has developed
Fig. 7. Signal transduction pathways regulating cell type proportion
in Dictyostelium. Extracellular cAMP regulates the activity of the serine/
threonine protein kinase GSK3, through the cAR1,3 and 4 receptors. This
protein kinase is essential for the establishment of cell type proportion,
regulating differentiation of prestalk and prespore cells. cAR, cAMP receptor;
GSK, Glycogen synthase kinase; PDE, secreted phosphodiesterase; ZAK1,
a novel tyrosine kinase (see text for more details).
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a cell-counting mechanism essential to monitor and adjust the size
of its structures during aggregation. Cells bearing mutated smlA,
which codes for a novel protein found in the cytoplasm of all cells
during growth and early development, form very small aggregates
(Brock et al., 1996). This mutant was found to overproduce an
extracellular complex of at least 6 polypeptides, named “counting
factor”. When wild-type cells were exposed to mutant conditioned
medium or mixed with a small proportion of mutant cells, the size
of the structures was reduced. This is consistent with a mechanism
to monitor the size of the aggregate based on the concentration of
the counting factor. One of the subunits of this extracellular
complex was cloned and knocked out and the consequence, as
expected, was the generation of abnormally large aggregates
(Brock and Gomer, 1999).
Regulation of post aggregative cell type differentiation
After mound formation, the aggregation-stage pathways are
turned off and other pathways leading to cell type differentiation
and morphogenesis must be activated. Some molecular compo-
nents controlling this transition are known but the mechanism of
their action is still far from elucidated. It is believed that during
mound formation, the extracellular cAMP concentration rises to
reach a constant µM level. This contrasts with the pulsatile concen-
tration in the nM range, to which the cells were exposed during
aggregation. At this high concentration of cAMP, the high affinity
receptors cAR1/cAR3 are expected to be saturated and in a fully
adapted state. Nevertheless, two transcription factors, the G-box
binding factor (GBF) (Schnitzler et al., 1994; Schnitzler et al., 1995)
and DdSTATa, the Dictyostelium “Signal Transducers and Activa-
tors of Transcription”, (Araki et al., 1998) are activated by high
cAMP levels via cAR1, through a poorly understood, G-protein
independent mechanism. GBF is a zinc finger transcription factor
that recognizes an 8-base sequence referred to as G-Box that is
found in the regulatory regions of many post aggregative genes,
including both prestalk and prespore-specific ones (Pears and
Williams, 1987; Pavlovic et al., 1989; Hjorth et al., 1990; Haberstroh
et al., 1991; Ceccarelli et al., 1992; Powell-Coffman et al., 1994).
This transcription factor is essential for the switch between early
and late development since null mutants are arrested at the loose
aggregate stage, and they show no induction of cell type specific
gene expression, even after exposure to cAMP. Cells of the mutant
strain aggregate to the loose mound stage and then disaggregate.
After disaggregation the cells start emitting again pulses of cAMP
that allow another cycle of aggregation. Successive cycles of
aggregation and disaggregation take place, which may reflect the
inability of the structure to maintain the multicellular state without
the expression of post aggregative genes. LagC is a membrane
glycoprotein that mediates cell-cell adhesion (Dynes et al., 1994;
Sukumaran et al., 1998; Wang et al., 2000). Mutation in the lagC
gene generates the same phenotype. Since lagC expression is
dependent on GBF, it is very likely that the phenotype of GBF is the
consequence of the lack of lagC expression. The premature
expression of the GBF gene from the actin15 promoter does not
induce premature expression of post-aggregative genes (Schnitzler
et al., 1995) indicating that it is not sufficient for post aggregative
gene expression. This suggests that other factors are also re-
quired.
One of these factors might be the gene spalten, which is also
essential to induce cell type differentiation and development past
the loose aggregate stage. However, spalten expression is not
controlled by GBF. Spalten encodes a novel signaling protein with
an amino-terminal domain which has very high homology with Gα-
protein subunits, and a carboxy-terminal domain that encodes a
functional PP2C-type protein phosphatase (Aubry and Firtel, 1998).
The Gα-like domain of Spalten might act as a molecular switch by
GDP/GTP interchange that may regulate the function of the effec-
tor phosphatase domain. It will be essential to discover the targets
of this regulated phosphatase on order to understand better this
molecular pathway.
Another central question in developmental biology is how cell
type choice is determined in a population of undifferentiated cells.
In Dictyostelium, the initial cell type divergence into prestalk and
prespore cells takes place very early, at the loose mound stage.
Cells expressing the prestalk marker ecmA or the prespore marker
cotB are visible as a few scattered cells randomly distributed in the
aggregate (Gomer et al., 1986). Subsequent sorting of these cell
types leads to the formation of the antero-posterior pattern in which
the prestalk cells occupy the front 1/3 and the prespore cells the
rest of the slug. Two mechanisms have been proposed to explain
this initial cell type determination. According to the first, positional
information is generated by a gradient of a putative morphogen that
would induce the initial differentiation of the cells located in a
certain region of the aggregate. This idea comes essentially from
the observation of a preferential localization of cells expressing
ecmA at the periphery of the loose mound (Early et al., 1995). This
Fig. 8. Signal transduction pathways regulating terminal differentia-
tion in Dictyostelium. Model illustrating the extracellular communication
between prestalk and prespore cells to coordinate cell type differentiation
and morphogenesis. The regulation of the activity of PKA by the level of
intracellular cAMP is accomplished at the level of synthesis by the adenylyl
cyclases ACA and ACR and also at the level of degradation by the
phosphodiesterase RegA. The activity of RegA is regulated by two -
component signal transduction pathways involving the histidine kinases
DhkA and DhkC. SrfA, a Serum Response Factor-like transcription factor;
spiA, a spore coat gene; SDF2, spore differentiation factor 2(see text for
details).
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localization, however, does not rule out the possibility of a previous
random differentiation followed by sorting. Differentiation-inducing
factor 1 (DIF-1), a chlorinated hexaphenone, was proposed to be
the morphogen controlling this initial prestalk differentiation (Kay et
al., 1989). The second possibility, supported by several experi-
mental data, suggests that the decision to differentiate into a
particular cell type is based on cell autonomous factors (Clay et al.,
1995). When cells were plated at low density, starved and exposed
to DIF-1, only 25% of the cells ended up expressing the prestalk
marker ecmA even though every cell was exposed to the same
concentration of DIF. Additional data supports the hypothesis that
the cell-cycle phase at the time of starvation is the key factor that
influences the initial cell type choice in a cell-autonomous manner
(McDonald and Durston, 1984; Gomer and Firtel, 1987; Ohmori
and Maeda, 1987; Zimmerman and Weijer, 1993). Prestalk cells
differentiate preferentially from those cells in S or early G2 phases
at starvation and prespore cells from cells in late G2 or M phase (the
Dictyostelium cell-cycle lacks a G1 phase (Weijer et al., 1984)).
The novel gene rtoA shares no significant homology with any
known protein. Analysis of the corresponding mutant has shown
alterations in the latter mechanism since both prestalk and prespore
cells originate randomly from cells in any phase of the cell cycle,
resulting in an abnormally high proportion of prestalk cells (Wood
et al., 1996). The initial cell type choice does not seem to definitely
determine cell fate, since artificial alterations of cell type propor-
tions are corrected by means of transdifferentiation, suggesting
additional mechanisms to control differentiation and cell type
proportion at later stages.
The mechanism by which cell type sorting of prestalk and
prespore cells, necessary for the establishment of the antero-
posterior pattern, is accomplished is only poorly understood (re-
viewed by Firtel and Meili, 2000). Chemotaxis to cAMP at the
mound stage has been proposed to mediate the sorting of prestalk
cells to the tip (Matsukuma and Durston, 1979; Sternfeld and
David, 1981; Mee et al., 1986; Traynor et al., 1992). Differential cell
adhesion may also play a role in this process since prespore cells
have been found to be more adhesive than prestalk cells (Lam et
al., 1981; Siu et al., 1983). Sorting of the initial cell types has been
described to be affected in a mutant with altered tipA, a gene which
codes for a protein of unknown biochemical function. tipA mutant
cells show, however, normal chemotactic responses to cAMP and
normal cell-cell adhesion suggesting that other mechanisms may
be required for cell sorting that are absent in this mutant (Stege et
al., 1997).
Assays in monolayer cell culture, in the absence of cell contact,
have shown that cell type differentiation is under a combinatorial
control of at least two extracellular molecules: cAMP and DIF-1
(Kay et al., 1989). The prestalk-specific marker ecmA is induced
synergistically by cAMP and DIF (Berks and Kay, 1990). However,
cAMP inhibits the inducing effect of DIF-1 on the expression of the
other prestalk-specific gene, ecmB (Berks, 1988). In contrast, the
expression of prespore genes is induced by cAMP and repressed
by DIF-1 (Early, 1988). However, the prestalk-specific gene cAR2
is induced by cAMP but repressed by DIF-1 suggesting that DIF-
1 is not positively regulating all prestalk-specific genes (Saxe III et
al., 1996).
It is not known which cell type secretes DIF-1 but the concentra-
tion of this morphogen is higher in the prespore region than in the
prestalk region. This is believed to be caused by the secretion of an
enzyme responsible for the degradation of DIF-1 by the prestalk
cells (Insall et al., 1992). The mechanism of action of DIF-1 is
currently unknown but a DIF binding protein has been detected in
nuclei and cytoplasmic fractions of Dictyostelium cells (Berks et al.,
1991). Recently, a strain which is mutant in the biosynthesis of DIF-
1 has been isolated. This strain still forms slugs with prestalk cells
of the pstA type. However, the other prestalk cell type, pstO, is not
present (Thompson and Kay, 2000).
Extracellular cAMP functions through the cAR receptors to
regulate cell type differentiation and morphogenesis. Both the high
affinity receptors (cAR1/3) and the low affinity receptors (cAR2/4)
may mediate different responses. cAR2 is expressed in a subset
of prestalk cells (Saxe III et al., 1996) and the corresponding null
mutants are arrested at the tight mound stage, exhibiting an
enhanced expression of prespore-specific mRNAs (Saxe III et al.,
1993). cAR1, cAR3 and cAR4 are involved in the regulation of the
anterior (prestalk) / posterior (prespore) pattern together with the
kinase GSK3 and will be discussed in the next section.
Intracellular cAMP, through the activity of PKA, is also a key
component in the control of cell type differentiation. Expression of
a dominant-negative PKA regulatory subunit (PKA-Rm), which
inhibits the catalytic subunit even in the presence of cAMP, affects
prespore and prestalk-gene expression. When PKA-Rm expres-
sion is controlled by the prespore-specific promoter of pspA
(whose expression is not dependent on PKA) the expression of the
other known prespore genes is seriously affected (Hopper et al.,
1993; Hopper et al., 1995). Similarly, the expression of PKA-Rm in
prestalk cells reduces the expression of the prestalk-specific
genes ecmA and ecmB (Harwood et al., 1992a,b) and other
prestalk-specific genes (Zhukovskaya et al., 1996).
Regulation of the synthesis and degradation of intracellular
cAMP (and therefore regulation of PKA activity) is tightly controlled
in the different cell types throughout development. The activities of
an intracellular phosphodiesterase (RegA) and two different adenylyl
cyclases (ACA and ACR) are regulated by different signal trans-
duction pathways that may function at different stages. These
pathways have been better characterized during terminal differen-
tiation and will be described in the last section.
Regulation of cell type proportion
The ability of Dictyostelium cells to reestablish normal prestalk/
prespore proportioning by redifferentiation was first demonstrated
by Raper’s classic microdissection experiments (Raper, 1940).
More recently, the conversion of prestalk cells into prespore cells
has been demonstrated when prespore cells are poisoned by the
expression of the inhibitor of protein synthesis ricinA (Shaulsky and
Loomis, 1993). Conversely, the regulative capacity of prespore
cells has also been observed in a prespore cell population obtained
by fluorescence-activated cell sorting. This population of pure
prespore cells is able to form well proportioned fruiting bodies,
confirming the developmental totipotency of prespore cells (Nadin
et al., 2000).
The serine/threonine protein kinase GSK-3 (Glycogen Syn-
thase Kinase-3) plays an essential role in the regulation of the
spatial and temporal pattern of cell differentiation during the
development of multicellular organisms. In Dictyostelium, the
regulation of cell fate and proportion by extracellular cAMP may be
analogous to signaling via Wnt/Wg in vertebrates and in Drosophila
(Sokol, 1999). Extracellular cAMP, regulated by secreted phos-
phodiesterase, binds to the receptors cAR1, cAR3 and cAR4 and
this triggers antagonistic intracellular pathways which converge in
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the regulation of GSK3 (Ginsburg and Kimmel, 1997) (see Fig. 7).
Activation of GSK3 in turn promotes prespore differentiation and
inhibits prestalk differentiation (Ginsburg and Kimmel, 1997). As
mentioned above, assays in monolayer cell culture in the absence
of cell contact have shown that exogenous cAMP induces prespore
gene expression, and also inhibits the induction that DIF-1 exerts
on the prestalk-specific gene ecmB. These cAMP-dependent
effects on gene expression are abolished simultaneously in gskA
null mutants. Consistent with the model, gskA null mutants form
aggregates with an abnormally high number of prestalk cells and
reduced prespore expression. The extra number of stalk cells
derives from the population of cells that express ecmB and form the
basal disc (the pstB cells) (Harwood et al., 1995).
Genetic and biochemical evidence indicate that the cAMP
receptor cAR3 is one of the principal upstream activators of GSK3.
Thus, a) cAR3 null mutants have a phenotype which is essentially
similar to that of gskA mutants, contrary to previous observations
(Johnson et al., 1993); b) cAR3 null mutants, like gskA mutants do
not show cAMP repression of DIF-1-induction of prestalk differen-
tiation and c) loss of cAR3 attenuates GSK3 kinase activation. It is
interesting to note that the phenotype of the cAR3 mutant is less
severe than that of the gskA mutant, suggesting a functional
redundancy with other cARs, possibly cAR1, since cAR1 is also
redundant with cAR3 during aggregation.
Recently, a novel tyrosine kinase, ZAK1, has been shown to
directly phosphorylate and activate GSK3 in response to cAR3
activation by cAMP (Kim et al., 1999). Consistent with this pro-
posed pathway, cAR3 null cells are defective in ZAK1 activation by
cAMP, and ZAK1 null cells have reduced levels of GSK3 activity.
As in cAR3 and GSK3 mutants, the ZAK1 null mutants show
reduction of prespore/spore pattern and a loss of inhibition of stalk
formation.
It has been proposed that the cAMP receptor cAR4 is likely to
participate in a pathway which inhibits GSK3 activity. cAR4 null
mutants show characteristics which clearly contrast with those of
gskA mutants, such as the reduction of prestalk expression and the
enhancement of prespore expression. In cell monolayer assays of
cAR4 null mutants, the specific inhibition of GSK3 by lithium
reduces the abnormally high prespore expression of cotB, and
increases the abnormally low prestalk expression of ecmB (Ginsburg
and Kimmel, 1997).
In metazoans, homeobox-containing transcription factors play
essential roles in the regulation of the anterior-posterior pattern. In
Dictyostelium, the homeobox-containing gene DdHBx1 (named
Wariai) is involved in the regulation of the size of the pstO
compartment. This gene is expressed in the most anterior pstA
region and in the ALC, and seems to exert its function over the
contiguous pstO region in a non-cell-autonomous manner (Han
and Firtel, 1998). Cell type proportion can be regulated during
terminal differentiation as happens in the mutants of the putative
transcription factor Stalky. This mutant shows normal prespore
differentiation but during culmination, these prespore cells fail to
encapsulate and instead, they switch their pathway of differentia-
tion to develop into stalk cells (Chang et al., 1996).
Terminal differentiation
The choice between slug migration and culmination seems to be
controlled by a variety of signals including light, humidity, tempera-
ture, and the concentration of ammonia (Slifkin and Bonner, 1952;
Newell et al., 1969; Schindler and Sussman, 1977). The signal
transduction pathways that regulate the sensing and the re-
sponses to these environmental cues are largely unknown. Muta-
tion of the gene encoding the nuclear protein CudA (whose only
known homologue is from Entamoeba histolyca) generates slugs
which are unable to culminate (known as the “slugger” phenotype)
(Fukuzawa et al., 1997). A wide variety of experimental data
indicate that culmination and terminal differentiation of stalk and
spores depend on PKA. The activation of PKA is required to trigger
culmination since the expression in prestalk cells of PKA-Rm, a
dominant inhibitor of the PKA catalytic subunit, leads to slugs that
undergo prolonged migration in conditions that promote culmina-
tion in the wild type (Harwood et al., 1992b). When the catalytic
subunit of PKA is overexpressed, the strain develops faster than
the wild type, and is thus called the rapid developing phenotype.
This strain shows a sporogeneous phenotype in which cells form
spores under monolayer culture conditions, which only lead to a
prespore state in the wild type (Anjard et al., 1992; Mann et al.,
1994). Similarly, when cells are disaggregated at the mound stage
and treated with 8-Br-cAMP, a permeable analog of cAMP that
binds to the regulatory subunit of PKA, sporulation takes place very
efficiently in the absence of cell contact. In the same kind of in vitro
experiments, stalk differentiation can be achieved if the cells are
exposed to 8-Br-cAMP and DIF-1.
Ammonia is produced as a by-product of protein catabolism within
developing cells (Gregg et al., 1954) and a drop in its concentration
is necessary to trigger culmination. Ammonia seems to ultimately
control the activity of PKA but the mechanism by which this is
accomplished remains controversial. Davies et al., 1993, have
shown that the effects of ammonia can be mimicked by weak bases,
which may differ greatly in their structure. Neutralization of the acidic
vesicles by weak bases was proposed to release calcium which
would in turn inhibit adenylyl cyclase. A drop in intracellular cAMP
would maintain PKA inactive during migration (Williams et al., 1984;
Davies et al., 1993). On the other hand, the histidine kinase DhkC has
been proposed to be a receptor for ammonia. This receptor could
transduce the corresponding signal to the intracellular phosphodi-
esterase response regulator RegA, whose activity would maintain
low levels of cAMP and therefore, low PKA activity in cells (Singleton
et al., 1998) (see Fig. 8). Consistent with this model, DhkC null
mutants show a rapidly developing phenotype and the presence of
exogenous ammonia, which maintains the slug stage in the wild type,
does not inhibit the development of this mutant. Further delineation
of this pathway has led to the discovery of the RdeA protein as an
intermediate component of a phosphorelay mechanism transferring
the phosphate from the receptor histidine kinase to the response
regulator RegA. Null mutation in any of these components (DhkC,
RdeA and RegA) renders PKA active and consequently leads to a
rapid developing phenotype. Histidine kinases form part of a primi-
tive, two component, transduction pathway mainly used in bacteria,
plants and fungi, which has not yet been discovered in mammals.
The prototypical two component system is composed of a mem-
brane-located sensor, the histidine kinase which detects the extra-
cellular signal. This receptor is autophosphorylated on a histidine
residue and the phosphate is transferred to an aspartate residue
at the response regulator, modulating the activity of the output
domain (Loomis et al., 1998). Four histidine kinases have been
described in Dictyostelium, and at least 6 more have been
detected in Expressed Sequence Tag (EST) databases, suggest-
ing that the two-component system may play multiple roles in
Dictyostelium development.
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The existence of other extracellular signals that regulate termi-
nal differentiation is suggested from the study of tagB and tagC
mutants. These genes code for proteins that contain a region of
homology to serine proteases, and another region of homology to
multidrug resistance (MDR) transporters, suggesting a mecha-
nism that could include proteolysis and the export of peptide
signals (Shaulsky et al., 1995). These genes are expressed only in
prestalk cells, and the tagB knockout strain presents a cooperative
(non-cell-autonomous) defect in prestalk differentiation at the
mound stage. There is also a cooperative defect in spore formation
during terminal differentiation. The tagB-null cells express normal
levels of the prespore-specific gene cotB, but low levels of the
prestalk-specific gene ecmA. However, this strain does not ex-
press the ecmO::lacZ construct (ecmO is a subregion of the ecmA
promoter) which is active in the cells located at the base of the tip
behind the pstA cells (see Fig. 2). Both the ability to express
ecmO::lacZ and the block in sporulation can be rescued when the
mutant cells are co-developed with wild type cells in mixing
experiments. This cooperative behavior suggests that TagB may
be essential for the processing and secretion of an extracellular
signal, that may first enhance prestalk cell differentiation in an
autoregulatory loop at the mound stage, and later, might induce
neighboring prespore cells to become spores at terminal differen-
tiation (Shaulsky et al., 1995).
Since a secondary mutation of the phosphodiesterase RegA
rescues the block in sporulation of tagB/C mutants, another path-
way involving RegA inhibition has been proposed (Shaulsky et al.,
1998). The TagB-dependent secretion of a peptide would promote
sporulation by activating a receptor histidine kinase. This would
transduce the signal to RegA and inhibit its phosphodiesterase
activity, elevating the intracellular cAMP level and activating PKA
(Anjard et al., 1998b). While the activating pathway described
above leads to a rapid developing phenotype when any of the
components are mutated, alterations in the RegA inhibitory path-
way are expected to generate a block in sporulation, as in the TagB
mutant. Null mutants of another histidine kinase, DhkA, were found
to have long fragile stalks and severely affected sporulation (Wang
et al., 1996). Sporulation in DhkA mutants can be rescued by
activation of PKA or mutation of the phosphodiesterase RegA,
suggesting that DhkA could be the kinase that exerts the inhibitory
effect on RegA (Wang et al., 1999). However, since the phospho-
rylation of RegA was found to activate (not inhibit) its phosphodi-
esterase domain (Thomason et al., 1998), the putative mechanism
of RegA inactivation by the histidine kinase remains obscure.
Two secreted peptides, SDF1 and SDF2 (spore differentiation
factors), have been identified as inducers of sporulation and stalk
cell terminal differentiation (Anjard et al., 1998a). SDF-1 accumu-
lates during the slug stage and is released in a single burst at the
onset of culmination, while SDF-2 accumulates during early culmi-
nation and is released in a single burst in mid-culminants (Anjard
et al., 1998b). When prespore cells are exposed to SDF-2, encap-
sulation of spores takes place in a short time and this effect is
dependent on PKA and the histidine kinase DhkA. Similarly,
modification of the extracellular domain of DhkA by insertion of a
myc-tag reduces the sensibility of the cells to SDF-2. These data
are consistent with the idea that DhkA is the receptor for the SDF-
2 ligand (Wang et al., 1999).
Little is known about the mechanisms, downstream of PKA
activation, which control gene expression and cell differentiation.
Dictyostelium SrfA, a transcription factor which is homologous to
the mammalian Serum Response Factor (SRF), has been found to
be required for spore terminal differentiation. The SRF-like group,
the most evolutionary conserved subfamily of MADS-box tran-
scription factors, includes the human, Xenopus and Drosophila
SRF homologs and the yeast proteins MCM1 and ARG80. There
is increasing evidence for the requirement of SRF in cell differen-
tiation and morphogenesis in metazoans. In Drosophila, SRF is
essential for the differentiation of the wing intervein cells (Montagne
et al., 1996) and the formation of the terminal branches of the
traqueal system (Affolter et al., 1994; Guillemin et al., 1996). In
mammals, the analysis of a mouse knockout strain has shown a
severe defect in mesoderm differentiation (Arsenian et al., 1998).
In Dictyostelium, srfA null mutants display a severe defect in spore
differentiation in addition to loss of viability (Escalante and Sastre,
1998). Interestingly, the PKA-dependent expression of the spore
coat gene spiA was greatly reduced in this mutant. The spore
viability phenotype of spiA nulls is much weaker than that gener-
ated by mutations in srfA, suggesting that other genes essential for
sporulation must be under the control of SrfA besides spiA.
Activation of PKA by 8-BrcAMP (Escalante and Sastre, 1998) or
overexpression of the PKA catalytic subunit (Escalante and Sastre,
unpublished results) does not restore spore formation, suggesting
that srfA may function downstream of PKA. The artificial activation
of PKA partially restores spiA expression. This is consistent with a
model in which PKA and SrfA regulate the expression of spiA in
parallel pathways (Fig. 8). The mechanism of activation of srfA
during sporulation remains to be determined. A gradient of expres-
sion of spiA in the sorus reveals the progression of an inductive
signal that seems to emanate from the anterior prestalk cells
(Richardson et al., 1994) and may reflect the activation of PKA in
response to secreted molecules like SDF-2. The distal promoter of
srfA that directs its expression to the spores, shows a pattern
reminiscent of the spiA gradient of expression (Escalante and
Sastre, unpublished results) suggesting that regulation of srfA-
dependent spore-specific gene expression may be regulated by
the induction of the expression of this transcription factor in the
correct spatio-temporal context.
The STATs are known to be involved in diverse cytokine and
growth-factor regulated signaling pathways in mammals. STATs
contain an SH2 domain, a tyrosine phosphorylation domain and a
DNA binding domain. Once phosphorylated, STATs dimerize via
SH2 domains and translocate to the nucleus where they regulate
gene expression. Dictyostelium is one of the simplest eukaryotes
in which STATs can be studied (there are no STATs in yeast)
(Kawata et al., 1997). Besides its role in aggregation, STATa (a
member of the STAT family) in Dictyostelium regulates stalk cell
differentiation. It has been shown that STATa is regulated by
extracellular cAMP through the 7TM receptor cAR1 (Araki et al.,
1998). It binds to the promoter and represses the prestalk specific
gene ecmB that is normally restricted at the slug stage to a
subpopulation of prestalk cells (Kawata et al., 1996; Mohanty et al.,
1999). STATa null mutants, as a result of the loss of this repression,
show more extensive expression of ecmB which extends to the rest
of the prestalk region. Similarly, mutant cells are hypersensitive to
the inducing effects of DIF-1 in monolayer assays and the cells
differentiate to stalk cells easily. Paradoxically, the phenotype of
the mutant is not consistent with these observations since it shows
defects in culmination that lead to aberrant structures with no
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differentiated stalk cells (Mohanty et al., 1999). To interpret these
results, it has been proposed that stalk differentiation requires two
steps that are controlled by STATa: first, the release of the
repression exerted by STATa, which agrees with the observed
results in terms of ecmB expression and DIF-1 hypersensitivity and
second, a later induction step required for final stalk differentiation.
Summary
InDictyostelium, development begins with the aggregation of free
living amoebae, which soon become organized into a relatively
simple organism with a few different cell types. Coordinated cell type
differentiation and morphogenesis lead to a final fruiting body that
allows the dispersal of spores. The study of these processes is
having increasing impact on our understanding of general develop-
mental mechanisms. The availability of biochemical and molecular
genetics techniques has allowed the discovery of complex signaling
networks which are essential for Dictyostelium development and are
also conserved in other organisms. The levels of cAMP (both
intracellular and extracellular) play essential roles in every stage of
Dictyostelium development, regulating many different signal trans-
duction pathways. Two-component systems, involving histidine
kinases and response regulators, have been found to regulate
intracellular cAMP levels and PKA during terminal differentiation.
The sequence of the Dictyostelium genome is expected to be
completed in less than two years. Nevertheless, the available
sequences that are already being released, together with the results
of expressed sequence tags (ESTs), are providing invaluable tools
to identify new and interesting genes for further functional analysis.
Global expression studies, using DNA microarrays in synchronous
development to study temporal changes in gene expression, are
presently being developed. In the near future, the application of this
type of technology to the complete set of Dictyostelium genes
(approximately 10,000) will facilitate the discovery of the effects of
mutation of components of the signaling networks that regulate
Dictyostelium development on changes in gene expression.
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The sequence of complete genomes has revealed a large
proportion of genes of unknown function conserved during
evolution. Even for simple organisms with small genomes,
such as prokaryotes, the proportion of genes of unknown
function is higher than 35% (Doerks et al., 2004). Some of
these uncharacterized proteins are highly conserved among
distant organisms, suggesting that they play important roles.
Comparative and functional genomics allow the study of
conserved genes in simple organisms as the ﬁrst step towards
the characterization of these new genes. We have initiated a
direct approach to the characterization of a subset of such
genes using the social amoebae Dictyostelium discoideum,
whose genome has been completely sequenced (Eichinger et
al., 2005). The social amoebae are exceptional in their ability
to form a multicellular organism by aggregation of solitary
cells. The differentiation program is triggered by starvation and
leads to the formation of a fruiting body composed of spores
supported by a stalk (Escalante and Vicente, 2000). During
growth, Dictyostelium amoeba feeds on bacteria and yeasts,
ingesting them by phagocytosis and digesting them in
lysosomes. Strains capable of growing in liquid medium in
the absence of bacteria were selected for experimental
convenience. In these strains, ﬂuid-phase uptake is
accomplished by macropinocytosis, which is similar but not
identical to phagocytosis and involves the formation of large
vacuoles termed macropinosomes (Cardelli, 2001). Once the
developmental program is initiated, cells are starved during the
whole process from aggregation to fruiting body formation.
The glycogen accumulated during growth is used up in the
differentiation process and the storage of other metabolites in
the spores, such as glutamine and trehalose, is believed to be
necessary to resist adverse environmental conditions.
Genome-wide collections of yeast mutants are undoubtedly
helping in the characterization of new genes, some of them
connected to human diseases (Mager and Winderickx, 2005).
However, many genes that are present in higher organisms are
absent in yeast. Several aspects of Dictyostelium biology,
including phagocytosis, cell motility, chemotaxis, cell
signaling, differentiation and morphogenesis, involve
biological processes that are closer to higher organisms than to
unicellular protists. At the molecular level, this similarity is
translated into the presence of genes and signaling pathways
conserved between Dictyostelium and higher eukaryotes but
Genomic sequencing has revealed a large number of
evolutionary conserved genes of unknown function. In the
absence of characterized functional domains, the discovery
of the role of these genes must rely on experimental
approaches. We have selected 30 Dictyostelium discoideum
genes of unknown function that showed high similarity to
uncharacterized human genes and were absent in the
complete proteomes from Saccharomyces cerevisiae and S.
pombe. No putative functional motifs were found in their
predicted encoded proteins. Eighteen genes were
successfully knocked-out and three of them showed obvious
phenotypes. A detailed analysis of one of them, midA,
is presented in this report. Disruption of midA in
Dictyostelium leads to pleiotropic defects. Cell size, growth
rate, phagocytosis and macropinocytosis were affected in
the mutant. During development, midA– cells showed an
enhanced tendency to remain at the slug stage, and spore
viability was compromised. The expression of MidA fused
to GFP in midA– strain rescued the phenotype and the
fused protein was located in the mitochondria. Although
cellular oxygen consumption, mitochondrial content and
mitochondrial membrane potential were similar to wild
type, the amount of ATP was signiﬁcantly reduced in
the mutant suggesting a mitochondrial dysfunction.
Metabolomic analysis by natural-abundance 13C-nuclear
magnetic resonance has shown the lack of glycogen
accumulation during growth. During starvation, mutant
cells accumulated higher levels of ammonia, which
inhibited normal development. We hypothesize that the
lack of MidA reduces mitochondrial ATP synthetic
capacity and this has an impact in some but not all energy-
dependent cellular processes. This work exempliﬁes the
potential of Dictyostelium as a model system for functional
genomic studies.
Key words: Dictyostelium, Functional genomics, Mitochondrial
dysfunction, Genes of unknown function
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not present in yeast (Williams et al., 2005). Some examples
include the glycogen synthase kinase (GSKA), which controls
cell differentiation in metazoan and Dictyostelium (Schilde et
al., 2004), or the Dictyostelium �-catenin homologue that is,
like in metazoans, involved in both in cytoskeleton and
signaling (Coates et al., 2002; Grimson et al., 2000). The SH2
signaling pathway involving the transcriptional regulator STAT
(signal transducers and activators of transcription) is also
present in the social amoeba (Kawata et al., 1997), where it
plays essential roles in multiple aspects of development.
Dictyostelium is, therefore, an ideal system to address the
function of uncharacterized conserved genes not present in the
yeast models. In accordance to this rationale, we have selected
genes showing high similarity between Dictyostelium and
human, but were absent in yeasts (S. cerevisise and S. pombe).
Further selection was performed by discarding those genes
containing putative well-characterized functional domains
using the Pfam database (http://pfam.wustl.edu/). Manual
inspection of the remaining genes allowed a ﬁnal selection of
66 conserved genes not previously characterized in any
experimental model system. A systematic knockout approach
is being performed and, so far, 18 genes have been successfully
disrupted. Among them, three showed obvious phenotypes and
were selected for detailed study. In this report we describe the
characterization of one of them, midA (for mitochondrial
dysfunction gene A), a conserved gene from �-proteobacteria
to humans.
Results
Knockout analysis of genes of unknown function in
Dictyostelium
Knockout vectors for 30 genes of unknown function were
constructed and transfected in Dictyostelium as described in
Materials and methods. These genes showed high similarity to
uncharacterized human genes (E-values equal or lower than e-
20) and no similar genes were found in S. cerevisiae and S.
pombe with an E-value lower than e-2. Eighteen genes were
successfully disrupted and three of them showed obvious
phenotypes and were selected for further study. Analysis of one
of them, midA, is presented in this report. The other two are
being studied and will be described elsewhere. Homologous
recombination was not successful for the remaining 12 genes
after the analysis of at least 100 transfected clones for each
one. Disruption of these genes might be deleterious for growth
or, alternatively, their loci were located in regions of low
frequency of recombination.
Table 1 shows midA, the Dictyostelium genes that were
disrupted and did not show obvious phenotypes, together with
their human homologues. The insertion of the blasticidine-
resistance (BS)-cassette is located in the coding region of each
gene as indicated. Although growth and development under
standard experimental conditions were unaffected in these
mutants (data not shown), this collection might serve as a
resource for testing any speciﬁc phenotype in future studies.
As shown in Table 1, the human homologues of two of these
genes (DDB0232147 and DDB0232152) have been cataloged
into the human KIAA database (Kikuno et al., 2004), which
comprises a group of large human new genes. Two other
closely related Dictyostelium genes (DDB0232151 and
DDB0232154) show similarity to the Pfam domain DUF647,
which corresponds to a conserved domain of unknown
function. DDB0232156 and DDB0229859 show similarity to
human genes involved in genetic diseases but the precise
function of the encoded proteins remains poorly characterized.
During the course of our project new data have been reported
in relation with the mammalian homologues of DDB0232149
and DDB0232141. DDB0232149 shows similarity to the Pfam
domain TH1 that is present in a group of highly conserved
metazoan proteins and has been shown to function as a negative
regulator of A-Raf kinase (Liu et al., 2004). However, the
human homologue to DDB0232141, UFC1, is a new
component of an ubiquitin-like (UBL) post-translational
modiﬁers (Komatsu et al., 2004).
MidA codes for a conserved uncharacterized protein
Dictyostelium midA (DDB0232140) encodes a protein of
Table 1. midA and other disrupted genes in Dictyostelium with no obvious phenotype
Total aa/
DictyBase ID site of insertion Human protein E-value Characteristics
DDB0232140 425/77 NP_653337 1e-60 MidA
DDB0232141 164/135 CAH72141 8e-46 Ufc1
DDB0232143 366/207 CAI14128 2e-39 n.p.c.d.
DDB0232144 715/233 AAH40291 1e-82 n.p.c.d.
DDB0232146 794/291 CAI12688 1e-20 n.p.c.d.
DDB0232147 1133/794 BAA76798 5e-29 n.p.c.d.
KIAA0954
DDB0232148 260/92 AAY15088 1e-42 n.p.c.d.
DDB0232149 660/249 CAB64339 2e-89 TH1 domain (Pfam 04858)
DDB0232150 930/375 BAB85063 2e-72 n.p.c.d.
DDB0232151 527/153 BAD96633 5e-57 DUF647 (Pfam 04884)
DDB0232152 2117/501 BAA20779 2e-22 n.p.c.d.
KIAA0321
DDB0232153 1479/87 BAA25518 2e-28 n.p.c.d.
DDB0232154 567/183 BAD96633 3e-25 DUF647 (Pfam 04884)
DDB0232155 128/23 CAI22059 4e-21 n.p.c.d.
DDB0232156 688/327 NP_579877 2e-21 n.p.c.d.
Wolf-Hirschhorn Syndrome (OMIM#194190)
DDB0229859 619/214 AAH04865 4e-101 n.p.c.d.
Cleft lip and palate (OMIM#604783)














unknown function that shows high similarity to the
uncharacterized human protein PRO1853 (GenBank accession
number NP_653337) located in chromosome 2. A search at
the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
conserved-domain database generated two entries for
Dictyostelium MidA, corresponding to an uncharacterized
conserved protein family (DUF185 and COG1565). One
member of the family from the bacteria Brucella melitensis
(AI3312) has been electronically annotated as a possible
transcriptional regulator [helix-turn-helix (HTH) motif]
(DelVecchio et al., 2002) but, as far as we know, no
experimental data supports this possibility. In conclusion, no
available data, either experimental or based on sequence
conservation, suggest a possible function for the protein. The
human homologue of MidA, PRO1853, is located between
the polymorphic markers D2S1788 and D2S2328 that have
been linked to an autosomal dominant form of chronic
mucocutaneous candidiasis associated with thyroid disease
(Atkinson et al., 2001). Highly similar proteins to the
Dictyostelium MidA can also be recognized in other organisms
(Table 2). The plant and metazoan proteins show the highest
similarity and, interestingly, homologues are also present in
prokaryotes, mainly alpha-proteobacteria. However, no similar
proteins are present in the complete proteomes of S.cerevisiae
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and S.pombe, even though several other fungi homologues are
widely represented. Fig. 1A shows the alignment of
Dictyostelium discoideum MidA with the human hypothetical
protein PRO1853 and the homologue from Magnetospirillum
magnetotacticum alpha-proteobacteria. Despite the enormous
evolutionary distance between these species, the level of
identity lies between 32% and 34%. Two different insertional
mutants were generated (Fig1B, the coding region of MidA is
represented by open boxes). Gene targeting was conﬁrmed by
PCR (Fig. 1C), by using ﬂanking oligonucleotides whose
location is indicated in Fig. 1B. The loss of mRNA expression
as a result of homologous recombination was also determined
by northern blotting (Fig. 1D). Both strains gave identical
phenotypes and KO2 was used for further characterization
(KO1 and KO2 are two mutant strains generated by disruption
of the midA-coding region by homologous recombination). The
pattern of midA mRNA expression was determined in northern
blots as shown in Fig. 1D. A single transcript was detected that
showed high level of expression at the vegetative stage and the
ﬁrst hours of development, but decreased thereafter to barely
detectable levels during the last stages of development. It
should be noticed that, the expression of the human homologue
PRO1853 is supported by expressed sequence tags (ESTs);
transcript variants generated by alternative splicing encoding
Table 2. Phylogenetic distribution of MidA homologs
GenBank
Organism E-value Eukaryote Bacteria accession number
Arabidopsis 7e-82 Plants NP_189511
Drosophila 2e-64 Metazoa EAL29091
Xenopus 8e-64 Metazoa AAH72911
Mus musculus 2e-61 Metazoa NP_082887
Rattus novergicus 4e-61 Metazoa XP_216627
Cryptococcus 4e-61 Fungi EAL21636
Magnetospirillum 1e-60 alphaproteobacteria ZP_00207869
Homo sapiens 1e-60 Metazoa NP_653337
Azospirillum 5e-59 alphaproteobacteria AAM53573
Gallus gallus 2e-58 Metazoa XP_419525
Anopheles 2e-56 Metazoa EAA10494
Bradyrhizobium 1e-51 alphaproteobacteria NP_774085
Wolbachia 1e-51 alphaproteobacteria NP_966476
Aspergillus 4e-50 Fungi EAA58016
Rhodospirillum 5e-50 alphaproteobacteria ZP_00267883
Caenorhabditis 5e-50 Metazoa CAE65039
Debaryomyces 9e-50 Fungi XP_459587
Rhodopseudomonas 3e-49 alphaproteobacteria NP_949695
Caulobacter 8e-49 alphaproteobacteria NP_419310
Leishmania 2e-48 Protist CAB55618
Bartonella 4e-48 alphaproteobacteria YP_032019
Mesorhizobium 1e-46 alphaproteobacteria NP_103963
Brucella 3e-46 alphaproteobacteria NP_539404
Rickettsi 8e-46 alphaproteobacteria ZP_00339788
Agrobacterium 2e-45 alphaproteobacteria NP_355171
Ehrlichia 2e-45 alphaproteobacteria ZP_00210648
Candida albicans 6e-44 Fungi EAK93208
Rhodobacter 3e-43 alphaproteobacteria ZP_00005955
Gibberella 4e-43 Fungi EAA73838
Ustilago 6e-43 Fungi EAK85285
Yarrowia 4e-42 Fungi XP_502764
Magnaporthe 3e-41 Fungi EAA56443
Sinorhizobium 2e-38 alphaproteobacteria NP_386450
Novosphingobium 7e-37 alphaproteobacteria ZP_00305054
Neurospora 4e-31 Fungi XP_322269
Silicibacter 7e-26 alphaproteobacteria ZP_00338636
Nostoc 2e-24 cyanobacteria ZP_00111102
Trichodesmium 2e-21 cyanobacteria ZP_00325587
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different isoforms, have also been detected. These data are
available at the Web resources from the NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/ESTProﬁleViewer.cgi
?uglist=Hs.433466).
Disruption of MidA leads to pleiotropic defects in
Dictyostelium
Loss of MidA leads to a wide repertoire of defects both at the
vegetative stage and during development. Cell growth in
association with bacteria was severely affected, as determined
by the size of the clearing zone in SM plates (Fig. 2A). The
same defect was observed in cells growing in shaking
suspension with bacteria (data not shown). A moderate but
reproducible reduction in cell growth rate was also seen in
axenic culture where cell-doubling time increased from 10.5
hours in the parental strain to 14.7 hours in the mutant (Fig.
2B). The size of the cells, as determined by a direct
measurement of their diameter, showed a signiﬁcant average
reduction of 20% (Fig. 2B). A large proportion of mutant cells
had a diameter of 8-12 �m. However, wild-type cells displayed
a wider distribution, with a signiﬁcant proportion of cells with
more than 12 �m (Fig. 2C). In accordance with this data, the
amount of total protein per cell was also reduced to 70% from
that of wild type. We wanted to determine whether the observed
reduction in cell growth and size correlates with defects in
nutrient uptake. In Dictyostelium, macropinocytosis accounts
for most of ﬂuid-phase uptake (Hacker et al., 1997) and
phagocytosis is responsible for the uptake of particles such as
bacteria (Raper, 1937). We found that both processes were
affected by the absence of MidA (Fig. 2D). The uptake of
ﬂuorescent particles and ﬂuorescent soluble material was
reduced in the mutant after 30 minutes of incubation. Similar
differences were found with 45 minutes of incubation with the
ﬂuorescent dyes (data not shown). Flow-cytometry also showed
that the number of cells that were able to ingest multiple
ﬂuorescent microspheres was lower in midA– cells (Fig. 2E).
Fig. 1. MidA disruption and
expression. (A) The sequence of
Dictyostelium MidA protein was
aligned with the human protein
PRO1853 (GenBank accession
number: NP_653337) and the most
similar prokaryote protein from the
alpha-proteobacteria Magnetospirillum
magnetotacticum (GenBank accession
number: ZP_00207869) using the
ClustalW program. Black background
corresponds to identical residues in
three species, dark gray to identical
residues in two species and light gray
to similar residues. (B) The coding
region of midA gene is depicted as two
open boxes. The line between the open
boxes represents an intron. KO1 and
KO2 are two mutant strains generated
by disruption of the midA coding
region by homologous recombination
at the indicated locations. Horizontal
arrows show the oligonucleotides (1-4)
used for checking the disruption of
midA genomic locus in these strains.
(C) Disruption of the midA gene was
assessed by PCR. DNA from wild-type,
KO1 (right panel) and KO2 (left panel)
strains were subjected to PCR using the
indicated oligonucleotides. A pair of
oligonucleotides from an unrelated
locus was used as internal control of
the PCR reaction. The expected bands
were absent in the KO strains due to the
insertion of the BS-cassette. The upper
bands in the KO samples (labeled as
BS) corresponded to the inserted
cassette. (D) RNA isolated at different
times of development was hybridized
with a radioactive probe derived from
the coding sequence of the midA gene
(upper panel). Lower panel shows the
absence of midA mRNA in RNA















Mutant and wild-type cells, previously grown in axenic
media, were deposited on ﬁlters to study development. No
differences were found in the timing of aggregation and tight
mounds were formed at 10 hours after the onset of starvation
(data not shown). Aggregation experiments, performed under
submerged, low-density conditions, showed no differences
between wild-type and midA– cells. Long streams of
aggregating polarized cells were formed under these
conditions, suggesting no major defects in motility or
chemotaxis in the mutant (data not shown).
The precise course of development in Dictyostelium
depends on laboratory conditions such as light, pH and the
strength of the buffer, which is used to neutralize weak bases
generated by cell catabolism (Spudich, 1987). In non-buffered
conditions with overhead light, a transient slug stage was
induced in wild-type cells. After a short period of migration,
slugs culminated at 26-48 hours (Fig. 3A). Mutants, however,
became arrested and never culminated under these conditions.
After several days, the structures seemed to ﬂatten and became
disorganized (Fig. 3A). We next used well-buffered conditions
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to induce direct culmination from the ﬁnger stage. Although
the mutant structures were able to culminate under these
conditions, they did so after a period of migration, that can be
inferred by the sheath trails left behind by the slugs (see Fig.
3B). As expected, the ﬁlters in which wild-type cells
developed did not show slime-sheath trails in the substratum,
indicating the absence of a transient slug stage. In conclusion,
our results suggest an increased tendency of the mutant strain
to remain at the slug stage and, therefore, midA– cell structures
were only able to form fruiting bodies under strong
culmination conditions. The spores contained in these
structures were, nevertheless, defective as shown in Fig. 3C.
Spores collected from 15-day-old fruiting bodies, a time
necessary for complete maturation (Virdy et al., 1999), were
rounder and less refringent under phase-contrast microscopy.
To measure viability, these spores were treated with detergent
and, after heating them to 42°C, plated in SM plates in
association with bacteria. Almost 100% of wild-type spores
were resistant to this treatment, whereas less than 10% of the
mutant spores remained viable. 
Fig. 2. Phenotype of midA– at the vegetative
stage. (A) Appropriate dilutions of wild-type
and mutant Dictyostelium cells were plated in
association with Klebsiella aerogenes in SM
plates to determine differences in the size of
the clearing zone. The plates were incubated at
22°C for the indicated times. Bar, 1 cm.
(B) Growth rate in axenic medium, cell
diameter and the amount of protein per cell
were compared between the wild type and
midA– cells. Signiﬁcance of differences is
indicated by the P value shown inside the
panels. (C) Proportion of cells (%) whose
diameter is in the within the indicated sizes
(�m). Most of the mutant cells had a diameter
of 8-10 �m, whereas the majority of wild-type
cells had a diameter of 10-14 �m. At least 200
cells were analyzed for each strain.
(D) Axenically growing cells were exposed for
30 minutes to ﬂuorescent beads (phagocytosis)
or soluble ﬂuorescent-dextran
(macropinocytosis). The ﬂuorimetry values
were expressed as arbitrary units. The mean of
three independent experiments is shown and
the signiﬁcance of differences indicated by the
P value. (E) Representative ﬂow-cytometry
assay to determine the amount of ﬂuorescent
beads taken up by wild-type and midA– cells.
Both the total number of labeled cells and the
proportion of cells with multiple beads were
reduced in the mutant. For comparison, the
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The loss of MidA leads to a mitochondrial dysfunction
Subcellular location of MidA was determined by the
expression of green ﬂuorescent protein (GFP) fused to the C-
terminal end of the complete MidA Dictyostelium protein. The
expression of this construct was driven by the actin15
promoter (represented in Fig. 4A). After transfection into
midA– cells, the resulting clones showed recovery in the
growth rate in bacteria (Fig. 4B). Axenic growth, cell size and
defects in development were also restored by the re-expression
of the protein (data not shown), suggesting that the fusion
protein is functional. GFP ﬂuorescence was monitored in the
recovered strains by confocal microscopy. GFP distribution
showed a punctuate pattern that colocalized with the
mitochondrial-speciﬁc marker MitoTracker Red (Fig. 4C).
Transfection of the same construct in wild-type cells did not
show any phenotype giving the same mitochondrial pattern.
The merged images show the presence of few green areas with
little or no red surrounding the MitoTracker Red staining (Fig.
4C, bottom panels). It has been previously reported that
MitoTracker Red does not stain Dictyostelium mitochondria
uniformly, being concentrated in spherical structures called
sub-mitochondrial bodies (Van Es et al., 2001; Gilson et al.,
2003). Moreover, a N-terminal mitochondrial signal was
detected in MidA with the PSORT II program (Nakai and
Horton, 1999). When this mitochondrial targeting signal was
disturbed by fusion of GFP to the N-terminus of MidA, as
previously described for other mitochondrial proteins (Meton
et al., 2004), the fused product showed cytosolic staining and
was not able to rescue the phenotype when expressed in midA–
mutant cells (data not shown). All together, our results
strongly suggest that MidA is a mitochondrial protein, and
targeting of the protein to this organelle is required for its
function.
We next wanted to determine the possibility of a
mitochondrial dysfunction that accounts for the observed
complex phenotype in the mutant. The ﬂuorescent marker
MitoTracker Red (CMXRos) is incorporated into active
mitochondria in a way that depends on the mitochondrial
membrane potential (MMP) (Pendergrass et al., 2004).
Staining with MitoTracker Green, by contrast, can be
performed in ﬁxed cells and is MMP-independent, being used
to estimate mitochondrial cell content (Pendergrass et al.,
2004). Cells were stained with these markers, observed by
ﬂuorescent microscopy and quantitative analysis was
performed by ﬂuorimetry. No considerable differences were
found in the pattern or intensity of the staining when
using any of these markers (Fig. 5A,B), suggesting that the
amount of mitochondria per cell and the MMP was not
affected in the mutant. Moreover, cellular oxygen
consumption was also found to be unaffected in midA–
cells (Fig. 5D). However, the amount of ATP per cell was
reduced to 70 % of that found in wild type, suggesting a
mitochondrial defect in the efficiency of ATP production
(Fig. 5C).
Fig. 3. Phenotype of midA– during development. (A) Wild-type and mutant cells were deposited in nitrocellulose ﬁlter for development under
overhead light at 22°C. The underlying cellulose pad was soaked with water and representative photographs are shown at the indicated times.
Under these conditions (without buffer) the mutant cells were unable to form fruiting bodies. Bars, 0.5 mm. (B) Cells were deposited on ﬁlters
as described before, but in this case the underlying pad was soaked with PDF buffer to induce direct culmination. Under these conditions midA–
is able to culminate after a period of migration. Notice the presence of slime-sheath trails left behind at the base of the fruiting bodies. Bars, 0.5
mm. (C) Spores taken from 15-day-old fruiting bodies and photographed with a phase-contrast microscope. Mutant cells are rounder and less














The level of certain metabolites is affected in midA
mutants
We next determined whether the mitochondrial dysfunction
observed as a result of MidA disruption had major effects in
the level of metabolites as determined by natural-abundance
proton-decoupled 13C-nuclear magnetic resonance (NMR)
spectroscopy. The comparison of the spectra of HClO4 extracts
from cells grown to late exponential phase, depicted important
differences in two metabolites (Fig. 6A). Glycogen, an
endogenous store of carbohydrates, was completely absent in
the mutant cells. However, glutamate, whose levels in wild-
type cells were undetectable, showed a clear accumulation in
midA– cells.
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Ammonia is generated as a result of protein catabolism
during starvation, and functions in Dictyostelium as a signaling
molecule by repressing culmination (Schindler and Sussman,
1977). The level of ammonia is reduced at this stage of
development, in part, by the induction of a glutamine
synthetase that uses ATP to incorporate ammonia into glutamic
acid generating glutamine, which is accumulated during
development (Klein et al., 1990). The difficulties of the mutant
structures to progress through culmination and also the reduced
ATP levels led us to consider the possibility of abnormal
accumulation of ammonia. We measured the amount of
ammonia released into the cellulose pads underneath the ﬁlters
during starvation and found that midA– cells accumulated a
higher concentration of ammonia (Fig. 6B). Experimental
reduction of ammonia levels, by using two absorbent pads
underneath the ﬁlter instead of one, was able to rescue the
delay in culmination (Fig. 6C). This is in agreement with the
hypothesis that high levels of ammonia were responsible of the
increased tendency of the midA– cell structures to remain at the
slug stage.
Discussion
The social amoeba shares several biological aspects with
animal cells, including cell motility, phagocytosis, cell
differentiation and multicellular development. Dictyostelium is
probably the simplest experimental model where these
processes can be studied. We wanted to exploit this usefulness
Fig. 4. MidA is a mitochondrial protein. (A) Scheme of the construct
that was used for the expression of MidA fused to GFP. Coding
sequences are depicted as open boxes and the intron by a thin line.
The expression of the fused genes was driven by the actin 15
promoter. (B) Colony size after transfection of the construct
A15::midA-GFP into midA– cells. The indicated strains were mixed
with Klebsiella aerogenes and plated on SM plates. Photographs
were taken after 5 days at 22°C. Bar, 1 cm. (C) Cells expressing
midA fused to GFP were incubated with the mitochondrial marker
MitoTracker Red, ﬁxed and observed in a confocal microscope.
Series of 2-�m confocal images from the same cell show GPF
location in green and the mitochondrial marker in red. Colocalization













































































MitoTracker Red MitoTracker Green
Fig. 5. Mitochondrial dysfunction in midA–/– cells. Mitochondria
were stained with Mito Tracker Red (A) or Mito Tracker Green (B)
and ﬂuorimetric quantiﬁcation of the respective ﬂuorescence from
similar numbers of wild type and mutant cells was carried out.
(C) The amount of ATP was measured in a bioluminescence assay.
(D) Cellular oxygen consumption from wild-type and midA– cells
was measured in a Clark-type electrode. Signiﬁcance of differences
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and tried to address the function of new conserved genes
in Dictyostelium, focusing on those that were absent in
other model organisms, such as yeast, that do not show
these processes. Proteome comparison between human,
Dictyostelium, S. cerevisiae and S. pombe revealed around 360
genes that are conserved in Dictyostelium and higher
organisms but are absent in yeasts. Some of these might
correspond to genes gained in the course of evolution to
accomplish new functions, related with the aspects that
Dictyostelium shares with higher organisms (as stated above).
Others might have been lost in the yeast lineage. Gene-gain
and -loss have shaped the genome of eukaryotes during
evolution. Of those genes, 66 were found to contain no
conserved functional domains that would allow homologue-
based annotation. The detailed study of one of them, MidA,
has allowed us to shed some light on the function of this
conserved protein.
The level of similarity of Dictyostelium MidA with the
alpha-proteobacterial homologues is comparable with or even
higher than that observed for other eukaryotes. Since alpha-
proteobacteria are believed to be the ancestors of mitochondria,
these data suggest that midA genes have been present in the
mitochondrial ancestor and were transferred to the nuclear
genome. The mitochondrial genome encodes only a small
fraction of the mitochondrial proteins, the remaining being
encoded in the nuclear DNA. It is known from studies in yeast
that, about half of the mitochondrial nuclear-encoded
proteins have bacterial homologues, suggesting a massive
transfer from the genome of the putative endosymbiont.
The other half seems to be recruited from the nuclear
genome because no homologues can be traced to bacteria
(Andersson et al., 2003; Karlberg et al., 2000).
Interestingly, most of the proteins with clear homologues
in alpha-proteobacteria are involved in crucial functions,
such as energy metabolism, or encode ribosomal proteins
(Andersson et al., 2003). No MidA homologues seem to
be present in the yeasts S. cerevisiae or S. pombe.
However, similar proteins can be found in Candida
albicans and other fungi, suggesting a speciﬁc gene lost
in those species.
In this report we present the ﬁrst functional data for
the conserved protein MidA. We have shown that
Dictyostelium MidA is a mitochondrial protein involved
in bioenergetics. The lower levels of ATP found in the
mutant argue in favor of a mitochondrial dysfunction.
Since no differences were found between wild-type and
mutant cells in the mitochondrial content, MMP and
oxygen consumption, a decrease in the mitochondrial ATP
synthetic capacity seems to be responsible for the
phenotype. As a result of this speciﬁc mitochondrial
Fig. 6. Changes in the accumulation of glycogen, glutamate
and ammonia. (A) Natural-abundance proton-decoupled 13C-
NMR spectra (125.13 MHz, 25°C, pH 7.2) of perchloric acid
extracts from wild-type (WT) and mutant (KO) cells grown to
late exponential phase. Resonances from carbons C1 (100.6
ppm) and C4 (77.8 ppm) of glycogen (Gly 1:4) and carbons C3
(27.7 ppm), C4 (34.2 ppm) and C5 (181.9 ppm) of glutamate
(Glu) are shown in representative spectra of wild-type (left)
and mutant cells (right). Arrows highlight the disappearance of
glycogen and glutamate resonances. (B) Similar amount of
wild-type and mutant cells were washed and deposited on
nitrocellulose ﬁlters over cellulose pads. After 5 hours of
starvation at 22°C, cells were taken off the ﬁlter for protein
quantiﬁcation, and the ammonia released to the underneath
cellulose pad was determined by a colorimetric assay;
ammonia concentration (mM) normalized to the number of
cells (left panel) and total protein content (right panel).
(C) Wild-type and mutant cells were deposited on ﬁlters for
development with one or two PDF-soaked cellulose pads.
Photographs were taken at the indicated times. When one
cellulose pad was used under the ﬁlter, the wild-type cells
culminated normally, whereas the mutant remained at the slug
stage. This delay in culmination was rescued in midA– when
two cellulose pads were used underneath the ﬁlter to dilute the














dysfunction, a wide repertoire of cellular functions is
compromised in Dictyostelium: cell size, protein content,
growth rate, phagocytosis, macropinocytosis and metabolism,
as reﬂected on the levels of glycogen and glutamate. These
defects might be adaptive responses of the cell to a low-energy
status. Mammalian cells respond to impaired cellular
energetics, such as restricted nutrient supply or conditions of
increased energy demand, in different ways. The best-known
mechanism involves the AMP-activated protein kinase (AMPK)
that controls the metabolic status of the cell by activating the
catabolic pathways and downregulating ATP-depending
anabolic pathways (Hardie and Carling, 1997; Young et al.,
2005). In mammalian cells, AMPK phosphorylates the
glycogen synthase, thereby inhibiting its activity, which leads
to a depletion of the storage of glucose in the form of glycogen
(Jorgensen et al., 2004). In Dictyostelium, glycogen is
accumulated during growth and its levels decrease during
differentiation (Hames et al., 1972). Glycogen is believed to
serve as fuel and to provide precursors for structural
components, such as cellulose, during terminal differentiation
(Harris and Rutherford, 1976; Rutherford and Harris, 1976). Its
absence in midA– cells might therefore compromise diverse
cellular functions in subsequent stages. The reduced cell size
and protein content of the mutant and its reduced growth rate
might also be the consequence of the limited biosynthetic
capacity of the cells. Interestingly a petite phenotype in yeast is
commonly associated with defects in mitochondrial DNA
replication, transcription, translation or protein assembly
(Contamine and Picard, 2000).
Phagocytosis and macropinocytosis result in the
internalization of particles and ﬂuids and are required in
diverse functions, from nutrition in simple eukaryotes, such
as Dictyostelium, to immunity in mammals performed by
neutrophils and macrophages. Our results show that these
processes are impaired in midA– cells, suggesting a
requirement for functional mitochondria. This is not the ﬁrst
example relating mitochondrial function to phagocytosis.
Reduced phagocytic activity has been reported in
macrophages as a consequence of mitochondrial dysfunction
induced by ketamine, an intravenous anesthetic (Chang et al.,
2005). In contrast to macrophages, the disruption of
mitochondrial function in neutrophils has no effect on
phagocytosis (Fossati et al., 2003). A plausible explanation is
that neutrophils seem to rely on glycolysis for energy
production. Therefore, their requirement for active
mitochondria is lower, allowing them phagocytose efficiently
under anaerobic conditions (Fossati et al., 2003). It might be
argued that phagocytosis and macropynocytosis are impaired
as a direct consequence of the low availability of cellular
energy in the form of ATP, necessary for cytoskeleton
rearrangements during phagosome and macropynosome
formation. However, other probably more energy-demanding
processes that also involve the cytoskeleton, such as cell
motility and chemotaxis, do not seem to be compromised in
the mutant. Interestingly, macrophage migration was not
affected by mitochondrial dysfunction induced by ketamine
(Chang et al., 2005). The partial impairment of phagocytosis
might be explained by the overall reduction in biosynthetic
metabolic activity of the cell that would downregulate the
uptake of nutrients.
Previous studies in Dictyostelium have shown the
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involvement of mitochondria in cell differentiation and pattern
formation (Chida et al., 2004; Kotsifas et al., 2002; Matsuyama
and Maeda, 1998; Wilczynska et al., 1997). Cells with reduced
amount of mitochondrial DNA were obtained by exposing
Dictyostelium cells to ethidium bromide (Chida et al., 2004).
When starved, these cells showed a delay in development and,
more remarkably, the structures became arrested at the slug
stage, a phenotype that resembles the one observed in midA–/–
cells.
Dictyostelium development takes place in the absence of
exogenous nutrients and this results in the generation of
ammonia from protein catabolism (Gregg et al., 1954).
Ammonia needs to be kept at low concentrations during
development because it functions as an inhibitor of the
transition from slug migration to fruiting body formation
(Schindler and Sussman, 1977). Ammonia detoxiﬁcation in
Dictyostelium is accomplished by diffusion to the media and
by a metabolic pathway that converts �-ketoglutarate to
glutamate with the incorporation of one ammonia molecule.
Another molecule of ammonia is then incorporated to
glutamate by the action of a glutamine synthetase to yield
glutamine. According to this, the amount of ammonia has been
previously shown to decrease during culmination (Wilson and
Rutherford, 1978), whereas the activity of glutamine
synthetase increases at this time of development (Dunbar and
Wheldrake, 1997). Only the last step of conversion of
glutamate to glutamine consumes ATP. Glutamate on the other
hand is used in biosynthetic metabolic pathways of amino acids
and purines. In a cellular scenario in which the biosynthetic
pathways are inhibited (as suggested by the absence of
glycogen) and the availability of ATP is limited, glutamate is
expected to be accumulated – as observed by us in the mutant.
Moreover, the increased accumulation of ammonia in midA–
cells during starvation might be the result of the contribution
of an increased catabolic metabolism and partially impaired
detoxiﬁcation pathways, such as the conversion of glutamate
to glutamine. Our experiments suggest that those increased
levels of ammonia might be responsible for the defects in
culmination. However, we can not rule out the possibility of an
additional component of ammonia hypersensitivity in the
mutant, as described for other slugger mutants (Gee et al.,
1994). We have also shown a sporulation defect in the mutant.
It is intriguing that the expression pattern of midA shows no
detectable levels of mRNA during late differentiation. It is
plausible that previous accumulation of certain metabolites,
such as glycogen and glutamine, during growth and early
development are later necessary for terminal differentiation.
According to this, it was described that glutamine and trehalose
are accumulated to large amounts during development to reach
the highest levels in the spores (Klein et al., 1990). Further
investigation will be required to fully understand the role of
MidA in sporulation.
In conclusion, we hypothesize that the lack of MidA reduces
mitochondrial ATP synthetic capacity and also that this has
an impact in some, but not all, energy-depending cellular
processes. Its involvement in bioenergetics, a crucial
mitochondrial function, and the presence of highly
homologous proteins in alpha-proteobacteria are consistent
with the possibility of an endosymbiontic origin, as described













214     
1163MidA, a new mitochondrial protein
Materials and Methods
Dictyostelium cell culture, transfection and development
Cells were grown axenically in HL5 medium (14 g/l tryptone, 7 g/l yeast extract,
0.35 g/l Na2HPO4, 1.2 g/l KH2PO4, 14 g/l glucose, pH 6.5) or in association with
Klebsiella aerogenes in SM plates (10 g/l glucose, 1 g/l yeast extract, 10 g/l peptone,
1 g/l MgSO4·6H20, 1.9 g/l KH2PO4, 0.6 g/l K2HPO4, 20 g/l agar, pH 6.5) (Sussman,
1987). Transfections were carried out by electroporation as described previously
(Pang et al., 1999). For synchronous development, axenically growing cells were
separated from culture media by centrifugation, resuspended in water or PDF buffer
and deposited on nitrocellulose ﬁlters (Shaulsky and Loomis, 1993). Spore viability
after detergent and heat treatments was evaluated as described previously (Nuckolls
et al., 1996; Shaulsky and Loomis, 1993).
Generation of mutant strains
DNA fragments ranging from 2-2.5 kb containing the genes to be disrupted were
ampliﬁed by PCR from genomic DNA and cloned in pGEMt easy vector
(PROMEGA) according to the manufacturer’s instructions. Insertion of the
blasticidin-resistance (BS)-cassette was performed by in vitro transposition using
the vector and the procedure described previously (Abe et al., 2003). The constructs
containing the ﬂanking regions and the transposon were ampliﬁed by PCR and the
products were transformed in Dictyostelium cells by electroporation. Transfected
cells were plated in association with bacteria for clonal isolation and screened for
homologous recombination by PCR, with oligonucleotides surrounding the site of
insertion. The DNA of the transfected clones used for PCR was isolated from cells
of the growing zone from SM plates using the Master amp DNA extraction solution
from Epicentre.
GFP expression constructs and confocal studies
The midA gene was ampliﬁed from genomic DNA using oligonucleotides that
contain sites for the restriction enzyme BamHI. The fragment was cloned in pGEMt-
easy vector and sequenced to check for possible polymerase errors. The fragment
was subsequently cloned into the BamHI site of the green ﬂuorescent protein (GFP)
vector pDEX-GFP kindly provided by Francisco Rivero (University of Cologne,
Germany). The construct (MidA-GFP), driven by an actin15 promoter, contained
the complete MidA coding region fused to GFP. After isolation of transfected
clones, cells were stained with Mitotracker Red, ﬁxed and imaged with a laser
scanning TCS-NT Leica confocal microscope.
Phagocytosis and macropynocytosis assays
Cells growing in axenic media were adjusted to 106 cells/ml and incubated with 1
�l of ﬂuorescent latex beads/ml (FluoresbriteTM from Polysciences) or 0.5 mg/ml
of FICT-dextran for 30 or 45 minutes in shaking culture. After incubation, cells
were collected and washed three times by centrifugation at 150 g for 4 minutes with
cold HL5. After the ﬁnal centrifugation, cells were lysed in buffer containing 0.3%
Triton X-100 and the ﬂuorescence of each sample was measured in a luminescence
spectrometer LS50 (Perkin Elmer). Fluorimetry parameters of excitation and
emission were set to 441/486 for the ﬂuorescent beads and to 485/515 for the FICT-
dextran.
Flow-cytometry was used to determine the phagocytosis rate in wild-type and
knockout strains. Cells growing at a density of 1-3�106 cells/ml were incubated
with 1 �l of ﬂuorescent latex beads (Fluoresbrite) in 1 ml of fresh HL5 during 1
hour in shaking culture at 150 g. After centrifugation (5 minutes) and washing, cells
were resuspended in phosphate buffer and ﬂuorescence activated cell sorting (FACS;
Becton Dickinson) analyses was carried out. For each sample, 10,000 cells were
counted; ﬂuorescence data were analyzed with WinMDI software.
Staining with mitochondrial-speciﬁc probes
Cells growing in axenic media were stained with MitoTraker Red (Molecular
Probes) in HL5 at a ﬁnal concentration of 100 nM during 30 minutes in shaking
culture. Cells were centrifuged, washed with HL5, and deposited on a microscope
coverslide. After 10 minutes, to allow the attachment of cells to the slide, they were
ﬁxed for 15 minutes with 3.7% formaldehyde in HL5. After ﬁxation, cells were
washed twice with PBS (133 mM sodium chloride; 10 mM sodium potassium
phosphate, pH 7.4) and mounted with 80% glycerol for observation. Staining with
MitoTracker Green (Molecular Probes) was performed over cells previously ﬁxed
with formaldehyde. MitoTracker Green was used at a ﬁnal concentration of 40 nM
in PBS during 10 minutes, washed and mounted for microscopy. For quantiﬁcation
of ﬂuorescence, 106 cells were stained in suspension with the mitochondrial speciﬁc
probes at the same concentration as described before. Staining with MitoTracker
Red was performed on living cells and the staining with MitoTracker Green on ﬁxed
cells. The pertinent washes were performed by gentle centrifugation (5 minutes at
150 g) and subsequent resuspension of the cells. Fluorescence was measured in a
ﬂuoreskan ascent (Lab Systems).
Measurements of ATP- and oxygen-consumption and
ammonia
Dictyostelium cells growing in axenic media were washed and resuspended in water.
TCA was added to a ﬁnal concentration of 1% (v/v) and cells were incubated for
10 minutes at room temperature while vortexing several times. After centrifugation
(5 minutes at 150 g), ATP levels were measured in the supernatant with the ATP
Bioluminescence Assay Kit CLSII from Roche. Oxygen consumption was measured
polarographically using a Clark-type oxygen electrode. Cells were washed,
resuspended in PDF buffer and placed in the respiration chamber at room
temperature. Oxygen consumption was measured for the duration of 5 minutes after
equilibration of the electrode. Ammonia levels were determined using a colorimetric
test from MERK (Aquamerk Ammonium Test). Cellulose pads were incubated in
50 ml of water for 30 minutes to allow diffusion of ammonia. Concentration of
ammonia in the solution was then determined according to manufacturer’s
instructions, except for quantiﬁcation of the colorimetric reaction that was
performed in an ELISA spectrophotometer at 595 nm by extrapolation to standards
of known ammonia concentration.
NMR spectroscopy
Perchloric acid extracts from cells grown to late exponential phase were obtained
as described previously, neutralized with KOH, lyophilized, and resuspended in
2H2O (99.9% 2H) prior to high-resolution 13C-nuclear magnetic resonance (NMR)
analysis (Klein et al., 1990). Natural-abundance proton-decoupled 13C-NMR spectra
from these extracts were obtained at 11.9 Tesla (125.13 MHz, 25°C, pH 7.2) with
a Bruker AVANCE 500 wide bore NMR spectrometer using a commercial (5 mm)
triple resonance probe (1H, 13C, 2H) optimized for direct 13C-NMR detection.
Acquisition conditions were: �/3 pulses; 30.0 kHz spectral width; 1.09 seconds
acquisition time; 64k words data table; and 6.0 seconds recycling time. 13C-spectra
were the sum of 40,000 free induction decays. Proton decoupling was gated on only
during the acquisition using a broadband composite pulse decoupling sequence.
Resonance assignments were based on literature values and on the addition of
internal standards (Cerdán et al., 1990; Klein et al., 1990). Chemical shifts were
calibrated with an external reference of dioxane [10% vol/vol, 67.4 parts per million
(ppm)]. 13C-spectra were analyzed using the program NUTS (Acorn, Freemont, CA,
USA), as implemented in an Intel Centrino Platform.
Statistical analysis
Results are shown as mean values with standard deviation (s.d.) from duplicates or
triplicates of at least three independent experiments. Signiﬁcance of differences
between groups were determined by Student’s t-test.
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La  ameba social como modelo en biomedicina
Juan Jesús Vicente y Ricardo Escalante
Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” CSIC, Madrid.
 Uno de los principales problemas a los que se enfrenta la ciencia a la hora de abordar el 
estudio de los procesos naturales, es la complejidad de los mismos. No sólo en la biología, sino 
también en la física, la química y las matemáticas, los cientíﬁcos se han visto obligados a recurrir 
a sistemas y modelos sencillos que puedan ser estudiados con las herramientas experimentales de 
cada época, y que permitan extrapolar sus resultados a sistemas más complejos. 
 
 La biomedicina, disciplina que trata de desvelar las bases genéticas, moleculares, 
y ﬁsiológicas de las enfermedades humanas, hace uso de organismos modelo no sólo por los 
motivos indicados anteriormente, sino también por razones éticas. Las limitaciones que supone la 
realización de cualquier estudio en humanos y la necesidad de explicar de una forma satisfactoria su 
funcionamiento, ha impulsado la utilización de organismos alternativos como modelo de estudio. 
Algunos de ellos, como el ratón o la rata de laboratorio, son muy parecidos al ser humano y en 
ocasiones son necesarios para entender aspectos ﬁsiológicos de las enfermedades. Sin embargo, 
en muchas ocasiones, las bases moleculares y celulares de estos procesos patológicos y los genes 
implicados se han conservado a lo largo del proceso evolutivo entre organismos tan distantes 
como la levadura (Saccharomyces cerevisiae) y el ser humano. Esto hace que podamos usar 
organismos sencillos, que permiten una mayor manipulabilidad experimental, para entender los 
procesos patológicos al nivel básico de los mecanismos moleculares. Uno de estos organismos 
modelo, Dictyostelium discoideum, conocido popularmente como ameba social, presenta aspectos 
biológicos y  experimentales que hacen que sea un modelo idóneo en biomedicina. 
 
 Dictyostelium es un organismo eucariota unicelular que comparte características con los 
tres grandes reinos: animales, plantas y hongos, pero que constituye un grupo independiente 
denominado Mycetozoa. Presenta un ciclo vital en dos fases: una como organismo unicelular 
formado por poblaciones de amebas que se alimentan fundamentalmente de bacterias a las que 
ingieren por un proceso conocido como fagocitosis, similar al que usan las células del sistema 
inmune en el ser humano para defenderse de las infecciones. En estas condiciones, las células 
crecen y se dividen por ﬁsión binaria. Cuando escasea el alimento, sin embargo, entra en acción 
un extraordinario proceso de agregación en el que las células adquieren capacidad de moverse en 
dirección a gradientes químicos que ellas mismas generan. Este proceso, denominado quimiotaxis, 
se parece extraordinariamente al que ocurre en las células de nuestro sistema inmunitario y que 
es necesario para dirigir los leucocitos a los lugares de infección o inﬂamación. La agregación de 
aproximadamente 100.000 células produce un organismo multicelular que atraviesa diferentes 
etapas de desarrollo para dar lugar a un cuerpo fructífero formado por un tallo de células muertas 
y una cápsula de esporas que permite a Dictyostelium dispersarse y sobrevivir las épocas de 
ayuno. Mientras que la fase unicelular facilita el estudio de aspectos tan importantes como la 
motilidad celular, la división celular y la quimiotaxis, la fase pluricelular permite abordar aspectos 
de diferenciación celular y desarrollo. Dictyostelium además ha servido para modelizar diversas 
enfermedades y ayudar a entender sus bases moleculares. Como ejemplo de esto podemos citar 
síndromes de inmunodeﬁciencias, como el de Wiskott-Aldrich, o el síndrome de Chediak-Higashi, 
entre otros. Está sirviendo igualmente para entender las bases moleculares de los desórdenes 
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afectivos bipolares y el mecanismo de funcionamiento de los fármacos que se usan para estos 
trastornos. La formación de agregados proteicos de enfermedades neurodegenerativas como los 
cuerpos de Hirano pueden ser reproducidos y estudiados en Dictyostelium. Además, las bases 
celulares de la infectividad de patógenos intracelulares y oportunistas, como la bacteria Legionella, 
se están abordando igualmente en este modelo para identiﬁcar proteínas celulares esenciales para 
su capacidad patogénica. 
 El genoma de Dictyostelium, como el humano, ha sido recientemente secuenciado por 
un consorcio internacional facilitando enormemente el desarrollo de la genómica comparativa 
y funcional, disciplina que trata de aprovechar la enorme cantidad de datos generados por los 
proyectos genoma para avanzar en el estudio de la función de los genes. La secuenciación del 
genoma humano en particular ha desvelado el sorprendente hecho de que existe todavía un enorme 
número de genes cuya función se desconoce y cuya secuencia no muestra homologías a dominios 
funcionales caracterizados. Incluso en organismos sencillos como las bacterias la proporción de 
genes de función desconocida puede llegar al 35 %. Algunos de ellos están altamente conservados 
entre organismos alejados evolutivamente lo que hace suponer que desempeñan funciones 
importantes, y que su inactivación pueda estar relacionada con enfermedades. Son genes que no 
han sido estudiados hasta el momento y sobre los que no existe información alguna, siendo escasos 
los esfuerzos realizados en su caracterización seguramente por la diﬁcultad que entraña su estudio. 
En nuestro laboratorio  hemos comparado la secuencia de las proteínas codiﬁcadas en el genoma 
humano  con las de Dictyostelium y seleccionado un conjunto de genes conservados en ambos 
organismos cuya función se desconoce. Gracias al uso de Dictyostelium y a la facilidad intrínseca 
de realizar manipulaciones genéticas en este organismo, hemos constatado la enorme importancia 
de algunos de estos genes en aspectos biológicos esenciales. La inactivación de dichos genes 
mediante técnicas de ingeniería genética nos permite  avanzar en el estudio detallado de la función 
de algunos de ellos y trasladar estos conocimientos a organismos superiores. Nuestros estudios han 
desvelado por ejemplo la función de una nueva proteína, MidA, proteína mitocondrial cuya falta 
de función provoca una disfunción en la capacidad energética de la mitocondria, orgánulo celular 
encargado de generar  ATP, combustible necesario para mantener las funciones vitales. 
Dictyostelium se presenta por tanto como una herramienta extremadamente útil para la investigación 
biomédica actual y nos permitirá avanzar un paso más en la comprensión de la función de los genes 




Células de Dictyostelium en su fase de crecimiento como organismo unicelular. Al contrario que 
otros organismos eucariotas unicelulares como las levaduras, las células de Dictyostelium carecen 
de una pared externa como ocurre en las células de nuestro propio organismo, de ahí su forma 
irregular y la facilidad para estudiar la motilidad celular y la citoquinesis. 
Figura 2.
Tras agotar las bacterias de las que se alimenta las células de Dictyostelium se agregan para 
formar un organismo multicelular visible al ojo humano. En la fotografía se muestra una colonia 
con agregados en diferentes fases de desarrollo. En la parte central se observan varios cuerpos 
fructíferos formados por un tallo y una cabeza en la que se encuentran las esporas. 

Grandes oportunidades y aventuras
Una nueva vida le espera en las colonias del mundo exterior. 
La ocasión de volver a empezar en una tierra de grandes 
oportunidades y aventuras. Un nuevo clima, facilidades 
recreativas...
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